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RESUME 
Nous présentons une approche expérimentale qui permet de qualifier et 
de quantifier les interactions lipide-protéine, en particulier le système 
- dioléoylphosphatidylcholine (PC(18:0)-cytochrome c (cyt cl, et chlorophylle-
protéine, plus particulièrement le système chlorophylle! (chI a)-cyt c, en 
utilisant la technique des monocouches à l'interface air-eau. Comparativement 
à la mesure classique des cinétiques d'accroissement de la pression de surface, 
la procédure que nous proposons présente l'avantage de minimiser la 
dénaturation de surface des protéines; processus effectif aux faibles pressions 
de surface. Cette approche consiste à soumettre le film mixte à des cycles 
expansion-compression originants de forte pression de surface. Afin de 
démontrer l'utilité de notre approche, nous avons caractérisé les isothermes de 
pression de surface (il}-aire moléculaire (0), de potentiel de surface (fl V)-o, de 
déphasage ellipsométrique (M)-o et de radioactivité de surface (r}-o des 
systèmes binaires PC( 18: 1 )-cyt c et chI a-cyt c. Le cyt c peut s'incorporer 
réversible ment dans une monocouche de PC( 18: 1). La pression de surface 
assure la répartition de la protéine entre la sous-phase et la monocouche 
lipidique. Entre 0 et 14 mN m- l , le cyt c est stabilisé dans la monocouche de 
PC( 18: 1 ), alors que la protéine est exclue du film pour des pressions comprises 
entre 14 et 23 mN m- l . La réversibilité de l'incorporation produit une 
hystérèse dans les isothermes il-o, fl V -0, M-o et r-o obtenues pour des cycles 
expansion-compression. A partir des isothermes il-o obtenues pour la 
PC(18: 0, le cyt c et le mélange PC(18: O-cyt c, nous estimons l'énergie de 
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stabilisation du cyt c dans la monocouche de PC à 250 J mole lipide (mol éq. 
résidus)-l. L'applicabilité de la loi d'additivité dans l'estimation des potentiels 
de surface est caractéristique d'une faible interaction. L'incorporation du cyt c 
dans les monocouches de chi a est irréversible. Suite à la première expansion, 
qui permet de maximiser la quantité de protéine incorporée dans le film, la 
quantité de cyt c associée à chaque chI a demeure constante et ce peu importe 
la pression de surface. Suite à la première expansion, les isothermes obtenues 
lors de l'expansion et lors de la compression sont indiscernables, indiquant 
l'irréversibilité de l'incorporation. A cause du caractère irréversible de 
l'incorporation, il est impossible d'estimer l'énergie de stabilisation du cyt c 
dans une monocouche de chi a. La détermination des spectres d'absorption et 
de fluorescence du mélange chi a-cyt c suggèrent la dilution de la chI a par le 
cyt c . La loi d'additivité ne peut être appliquée à l'estimation des potentiels de 
surface de ce système, un exemple d'interaction forte. Afin d'étendre la portée 
de cette procédure de caractérisation des interactions lipide-protéine et 
Chlorophylle-protéine, nous avqns étudié de façon prospective les systèmes 
phosphatidylcholine (PC) bovine-cyt c, chI a-stellacyanine (scy), chI a-
plastocyanine (pcy) et chl a-cytochrome f. (cyt f) . D'une part, ces études nous 
permettent de mettre en évidence la dépendance ionique de l'incorporation du 
cyt c dans une monocouche de PC. D'autre part, il apparaît que les interactions 
chlorophylle-protéine sont spécifiques et que des facteurs tels la structure et 
la charge de surface des protéines peuvent moduler ces interactions. 
L'approche que nous décrivons peut être avantageusement appliqué à la 
qualification et la quantification des interactions de nombreux systèmes 
lipide-protéine rapportés dans la littérature. 
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A V ANT -PROPOS 
Ce manuscrit constitue le fruit de six années d'efforts consacrées à mieux 
comprendre le comportement des lipides et des protéines organisés à 
l'interface air-eau. En plus, ce travail nous a permis d'identifier les forces et les 
faiblesses de la technique des monocouches comme modèle des membranes 
biologiques. C'est afin d'avoir des balises fiables que les systèmes traités dans 
le présent ouvrage sont relativement simples et que les mélanges étudiés 
s'éloignent des couples réellement rencontrés dans les membranes naturelles. 
Comme ce travail identifie assez clairement (du moins je le croisD les limites 
d'application de cette technique, il devra s'en suivre l'étude de systèmes 
biologiques plus "réels". Je laisse ce travail à mes successeurs. 
Je prie d'excuser les puristes de la langue francaise de l'usage de certains 
néologismes dans le présent ouvrage. Plus d'une fois je fus embêté par les 
termes que je devais employer afin de décrire les systèmes et leur 
comportement. De plus, dans certains cas, des variables possèdent des 
exposants et des indices superposés dans les équations, alors que ces mêmes 
indices et exposants se trouvent décalés dans le texte. Je prie le lecteur de 
m'en excuser mais il me fut techniquement impossible de faire autrement. 
j'espère que ces "inconvénients" n'alourdiront pas trop la lecture du présent 
ouvrage. 
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Les fonctions associées aux membranes biologiques sont essentielles au 
maintien de la vie. La multiplicité de ces fonctions, qui bien souvent peuvent 
être inverses, requiert un cloisonnement de celles-ci. Par exemple, les acides 
gras qui sont utilisés dans la biosynthèse des membranes et comme source 
d'emmagasinage d'énergie, sont synthétisés dans le cytosol alors qu 'ils sont 
dégradés dans les mitochondries (Alberts ( 1983». Cette compartimentation est 
nécessaire afin d'éviter les effets antagonistes des nombreuses fonctions 
cellulaires et de permettre la création des gradients chimiques et ioniques 
nécessaires · à la conversion énergétique. Les membranes biologiques ne sont 
pas de simples barrières à diffusion mais elles sont également impliquées dans 
une multitude de mécanismes de pompage ionique, de régulation des 
transports ioniques et moléculaires, de récepteurs chimiques, ioniques, 
électromagnétiques et de conversion énergétique. 
La problématique de la structure et de la fonction des diverses 
membranes biologiques fait appel à de nombreuses disciplines, de la biologie 
cellulaire à la physique quantique. Quoique les approches dont ces sciences 
s'inspirent soient différentes, le but visé est le même, à savoir la 
compréhension de la structure et de la fonction des membranes biologiques, 
ainsi que de la relation existant entre ces deux aspects. Afin de comprendre 
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l'organisation des systèmes biologiques, il faut avant tout identifier les 
constituants majeurs des biomembranes. 
Tableau 1 
Composition en poids de diverses membranes cellulaires. Tiré de 
Robertson( 1983). 












Les membranes biologiques sont constituées presqu'exclusivement de 
lipides et de protéines. La proportion des constituants est aussi diverse qu 'il 
existe de membranes différentes. Cette variabilité est illustrée au Tableau 1 où 
est donnée la composition en poids de protéines et de lipides de diverses 
membranes cellulaires. L'organisation des deux constituants majeurs des 
membranes biOlogiques a donné lieu à de nombreux modèles de la membrane 
cellulaire. Attardons-nous aux trois modèles majeurs: le modèle de Gorter et 
Grendel. le modèle de Davson-Danielli et celui de Singer et Nicholson. 
1.1 Les modèles de membranes biologiaues 
1.1.1 Le modèle de Gorter et Grendel. La vision que l'on avait des 
membranes biologiques dans les années 1920 était très vague. La nature 
même des constituants restait à définir. Ainsi, en supposant que les lipides 
sont les constituants de la membrane biologique, Gorter et Grendel (192~) ont 
3 
montré que le matériel recueilli par extraction à l'acétone des chromocytes 
(erythrocytes) du sang occupe à l'interface air-eau le double de la surface 
présentée par les chromocytes dont ils proviennent. Cette constatation a 
amené les auteurs à proposer que la membrane biologique est constituée d'un 
double feuillet lipidique. Cette configuration est illustrée à la Figure 1. 
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Fi&ure 1. Modèle de la structure de la membrane biologique proposé par Gorter et 
Grendel en 1925. Ce modèle prévoit que la. membrane biologique est simplement composée 
d'une bicouche lipidique séparaJlt deux phases aqueuses. 
Ce modèle, qui a donné naissance à l'organisation des lipides telle que 
nous la connaissons aujourd'hui, est entaché de deux erreurs. Premièrement, 
les auteurs ont supposé que les lipides sont les seuls constituants de la 
membrane des chromocytes or, comme il est montré au Tableau 1, cette 
membrane contient une fraction appréciable de protéines. Comme ces 
protéines ne furent pas extraites, les auteurs ont surestimé l'aire occupée par 
les lipides au sein de la membrane des chromocytes. Cependant, cette erreur 
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fut compensée par une compression incomplète de la monocouche et une 
extraction partielle des lipides. 
1.1.2 Le modèle de Danielli-Davson. L'observation que la tension de 
surface de la membrane cellulaire est trop faible pour correspondre à celle de 
la surface lipidique amena Danielli et Davson à considérer qu'une couche de 
protéine est accolée à la bicouche lipidique. Les protéines jouant le rôle d'un 
surfactant, la tension de surface de la couche lipidique est moindre. De plus, ce 
modèle attribue un rôle stabilisateur aux protéines agissant sur les lipides. Il 
est intéressant de constater que dans les modèles modernes, c'est plutôt aux 
lipides que l'on assigne un rôle de stabilisation des protéines. Deux versions du 
modèle de Davson et Danielli sont présentées à la Figure 2. 
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Figure 2. Modèle de la membt'a4e biologique proposé par Danielli et Davson en 193'. A) 
d&1ls ce modèle. une couche de prot6ine globulaire est adsorbée' ta surface de ta couche 
lipidique. B) Une variation. connue comme le modèle de Danielli-Davson-Robertson. 
prévoit. que suite • t'adsorption. la conformation de ta prot6ine est.,randement modifiée. 
donnant lieu à une couche de protéine "dénaturée" . 
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Le modèle de Danielli-Davson prévoit que la surface de la bicouche 
lipidique est couverte par une couche de protéine globulaire adsorbée depuis 
la phase aqueuse. Une variation de ce modèle connue comme le modèle de 
Danielli-Davson-Robertson suppose que suite à l'adsorption, la protéine subit 
des changements structuraux importants donnant lieu à une couche protéique 
"dénaturée". Le terme "dénaturation" fait appel aux changements 
conformationnels importants que subissent les protéines suite à leur 
adsorption à l'interface lipide-eau. L'utilisation de ce terme n'implique rien au 
niveau de l'intégrité fonctionnelle de la protéine, ni de la réversibilité de ce 
processus. 
Quoique ces modèles prévoient l'organisation des deux principaux 
constituants membranaires, ils présentent certaines faiblesses. La proportion 
de protéine retrouvée dans les membranes biologiques est si grande qu'en 
supposant l'organisation suggérée par le modèle de Danielli-Davson, la protéine 
doit couvrir la totalité de la surface lipidique, restreignant grandement le 
contact entre la phase aqueuse et la surface de la bicouche. Cependant, 
certaines protéines solubles ont une action enzymatique à la surface de la 
phase lipidique; c'est notamment le cas des phospholipases qui "in vivo" sont 
responsables de l'hydrolyse des chaînes grasses des phospholipides. Il est 
difficile de concilier l'action des phospholipases avec la présence d'une 
éventuelle couche protéique isolant la phase lipidique du milieu aqueux. 
1.1.3 Le modèle de Singer et Nicolson. Le modèle de Singer et Nicolson 
(1972) se démarque de la bicouche lipidique de Gorter et Grendel et des 
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protéines de surface de Danielli et Davson en permettant aux protéines d'être 
intégralement incluses dans la bicouche. Cet agencement des protéines 
membranaires permet plus aisément de concevoir la relation structure-
fonction des protéines impliquées dans les mécanismes de transport et de 
reconnaissance membranaire. Une représentation de ce modèle est donnée à la 
Figure 3. 
Figure 3. Modèle de la mosalque fluide proposé par Si1lger et Nicolson (1972) af'i1l 
d'expliquer la structure des membranes biologiques. Ce modèle se disti1lgue de celui de 
Danielli-Davson puisqu'il permet aux protéi1les d'être incorporées à la surface (S) ou 
i1ltégralement (I) aux membranes. Ce modèle permet notamment de comprendre de 
nombreuses fonctions membranaires attribuées aux protéines. Tiré de IsraeJachvili 
(1978). 
Singer et Nicolson reconnaissent deux classes de protéines associées aux 
membranes biologiques: les protéines intégrales (ou protéines de membrane) 
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et les protéines périphériques (ou protéines de surface). Les critères utilisés 
par ces auteurs afin de faire la distinction entre ces deux classes de protéines 
sont intéressants. Les protéines périphériques sont caractérisées par le fait 
qu'elles peuvent être extraites par des traitements doux tels l'augmentation de 
la force ionique de la phase aqueus~ ou l'addition d'agents chélatants. Ces 
protéines se dissocient de la membrane sans demeurer associées aux lipides. 
Les formes dissociées sont relativement solubles dans les solutions 
tamponnées neutres. Ces critères suggèrent que les protéines périphériques 
sont associées aux membranes par de faibles interactions non-covalentes. Le 
cytochrome c de la membrane mitochondriale et la spectrine de la membrane 
des erythrocytes sont des protéines périphériques. L'extraction des protéines 
intégrales requiert l'emploi de détergents, de dénaturants protéiques ou de 
solvants organiques. Maintes fois, ces protéines sont extraites sous forme de 
lipoprotéines, c'est-à-dire associées à des lipides. Généralement, les formes 
délipidées sont insolubles ou agrégées dans les solutions tamponnées neutres. 
A ce point, nous pouvons mettre en évidence que les interactions lipide-
protéine sont faibles dans le cas des protéines périphériques alors qu'elles sont 
fortes dans le cas des protéines intégrales. Le modèle de Singer et Nicolson est 
encore le modèle le plus couramment utilisé afin d'expliquer la structure des 
membranes biologiques. 
Ce modèle présente certaines contraintes thermodynamiques en ce qui 
concerne la structure adoptée par les protéines de membranes. Voyons 
rapidement certaines de ces contraintes. 
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1.2 Eléments relatifs à la structure des protéines 
Afin de mieux comprendre les forces mises en cause lors de la 
stabilisation des protéines intégrales, nous devons d'abord comprendre les 
forces régissant la structure des protéines hydrosolubles. Voyons rapidement 
ces facteurs. 
1.2.1 Les protéines hydrosolubles. Les structures adoptées par les 
protéines solubles sont multiples. La rationalisation des principes gouvernant 
la structure adoptée par une protéine présente un défi de taille. Par analyse 
des niveaux de structure primaire, secondaire et tertiaire d'un certain nombre 
de protéines solubles, un patron général des principes gouvernant 
l'organisation des résidus au sein de la structure tridimensionnelle des 
protéines hydrosolubles a été observé (Chotbia (t 974); Richards, F.M. (t 977); 
Janin (t 979); Rose et coll. (t 985) et Guy (t 985». Généralement, les résidus 
hydrophobes ont tendance à se grouper au coeur de la structure alors que les 
résidus polaires sont libres d'interagir avec la phase aqueuse. L'eau est ainsi 
exclue du centre "huileux" de la protéine où les interactions hydrophobes sont 
dominantes. Dans l'enveloppe polaire, les ponts hydrogène peuvent librement 
prendre place entre les résidus polaires et l'eau. Cette organisation est 
nommée "modèle de la goutte d'huile". 
1.2.2 Les protéines intégrales de membrane. Le milieu membranaire 
présente des contraintes thermodynamiques importantes à l'insertion des 
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protéines dans le coeur hydrocarboné de la bicouche. Les chaînes aliphatiques 
des lipides composant la bicouche ne peuvent participer à l'établissement des 
ponts hydrogène avec la surface transmembranaire de la protéine; ce rôle est 
joué par l'eau pour les protéines globulaires. Cependant, les nombreux 
groupements amines et carbonyles présents sur le squelette polypeptidique 
demandent à être couplés afin que l'énergie du système soit minImale. Le 
milieu hydrocarboné n'offrant pas cette possibilité de couplage, la structure 
adoptée par la protéine dans la portion hydrocarbonée devra être 
autosuffisante dans l'établissement des ponts hydrogène. La structure 
régulière la plus stable qui s'accommode le mieux de cette contrainte est 
l'hélice-a (Kennedy ( 1978». Cependant, les chaînes latérales des acides aminés 
organisés sous forme d'hélice-a pointent radialement vers le milieu extérieur 
hydrophobe. Afin d'être stable, les portions membranaires structurées en 
hélice-a doivent comporter des chaînes latérales hydrophobes de même 
nature que le milieu environnant. L'élucidation récente des divers niveaux de 
structure de plusieurs protéines membranaires a permis de constater que les 
résidus enfouis dans les membranes sont essentiellement non-polaires 
(Eisenberg (1984); Eisenberg et coll. ( 1984a) et Eisenberg et coll. (1984b)). 
1.2.3 Les protéines périphériques. Les protéines périphériques présentent 
par leur attachement à la membrane des propriétés de protéines intégrales et 
par leur solubilité dans les solutions aqueuses, des propriétés de protéines 
solubles. Quels sont les facteurs structuraux pouvant permettre à une même 
molécule de présenter cette dualité tout en étant stable? Bien peu de réponses 
sont présentement connues. 
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Un des modèles ayant émergé ces dernières années confère à 
certains types d'héliœs-Q une activité de surface (Krebs et Phillips (1983); 
Krebs et Phillips( 1984); Eisenberg (1984); Eisenberg et coll. (1984a) et 
Eisenberg et coll. (1984b». Essentiellement, ce modèle veut que l'incorporation 
des hélices-a à la surface des membranes biologiques soit favorisée pour les 
hélices présentant une distribution asymétrique des résidus hydrophiles et 
hydrophobes à leurs surfaces. Afin de quantifier ce concept, ces auteurs 
suggèrent le calcul de deux valeurs: l'hydrophobicité moyenne des résidus 
présents au sein de l'hélice-a (l'indice d'hydrophobicité ïi) et une quantité 
vectorielle traduisant l'asymétrie de distribution des résidus polaires et non-
polaires, le moment hydrophobe, P-H. La distinction faite par les auteurs entre 
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Figure 4. Relation. en.tte l'activité de surface. l'i1ldice d'hydrophobicité (H) et le 
moment hydrophobe <PH) des protêi1les. Cette figure est tirée de Iisenberg et coU. (l98.(b). 
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Les protéines intégrales de membrane sont caractérisées par un fort 
indice d'hydrophobicité et un faible moment hydrophobe. Ces protéines 
présentent un contenu important de résidus hydrophobes qui comportent une 
distribution angulaire homogène du caractère hydrophobe sur renveloppe 
extérieure de l'hélice. Les protéines solubles présentent de faibles 
hydrophobicités et des moments hydrophobes faibles. Cette définition des 
protéines solubles est en accord avec la présence de résidus polaires à la 
surface de celles-ci. Les protéines périphériques peuvent présenter de forts ou 
de faibles indices d'hydrophobicité. Plus l'hydrophobicité de l'hélice-a sera 
prononcée, moins le moment hydrophobe requis devra être grand afin que 
l'attachement de la protéine à la membrane se produise. 
Ce modèle, qui repose sur des considérations thermodynamiques, est 
intéressant et corrobore la relation existant entre l'activité de surface, l'indice 
d'hydrophobicité et le moment hydrophobe de plusieurs protéines solubles, de 
surface et transmembranaires. Ce modèle, principalement applicable aux 
structures régulières organisées sous forme d'hélices-Q, ne fournit cependant 
aucune explication de l'activité de surface d'une protéine périphérique comme 
la plastocyanine qui ne présente aucun segment organisé en hélice-a. (Colman 
et coll. (1978)). De plus, cette approche ne donne aucune explication des 
facteurs qui modulent l'attachement ou le détachement de la protéine de la 
membrane. 
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1.3 Etude des interactions lipide-protéine à l'aide de la technique des 
monocouches. 
Nous venons de montrer que les interactions entre les deux composants 
majeurs des membranes biologiques sont diverses. Min de qualifier et de 
quantifier ces interactions, il est d'intérêt d'utiliser des systèmes modèles 
présentant une grande simplicité structurale. L'approche synthétique veut 
qu'il soit possible, en complexifiant graduellement la composition ou les 
facteurs agissant sur le système, d'identifier les forces intervenant dans la 
stabilisation des membranes biologiques. Principalement trois modèles de 
membrane sont utilisés à cette fin, soit les bicouches opaques (BLM), les 
liposomes et les monocouches. 
Les films bimoléculaires présentent une structure analogue au modèle 
proposé par Gorter et Grende1. Ces structures . résultent de l'auto-association 
des lipides contraints à s'organiser dans un environnement aqueux. Parce 
qu'ils permettent un cloisonnement de la phase aqueuse, ces modèles de 
membrane se prêtent bien à l'étude des phénomènes de transport. Cependant, 
ces systèmes ne permettent pas de varier la densité, non plus que la pression 
de surface des lipides. Pour cette raison, il est impossible de se servir des 
bicouches afin de vérifier l'effet de la pression latérale sur l'incorporation des 
protéines. 
La technique des monocouches est souvent utilisée afin de mimer 
l'organisation qu'adoptent les lipides au sein des membranes biologiques. Cette 
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technique permet l'organisation anisotrope des lipides ou autres amphiphiles à 
l'interface air-eau ou air-huile. Par réduction de la surface accessible pour 
chaque molécule, il est possible de modifier l'énergie libre de surface du film. 
L'extension des résultats obtenus par la technique des monocouches à la 
structure des biomembranes requiert l'approximation que la monocouche 
présente le comportement d'une demi-bicouche. A cet égard, certains auteurs 
questionnent le choix de l'interface air-eau afin de mimer le système 
biologique (Gruen et Wolfe (1982». Essentiellement, leur raisonnement est le 
suivant: 1) dans la membrane biologique, les chaînes hydrocarbonées des 
lipides sont groupées dans un milieu excluant l'eau; 2) la tension de surface de 
la frontière chaines hydrocarbonées-chaines hydrocarbonées doit 
grossièrement être nulle; 3) la tension de surface d'une interface 
hydrocarbone-air est non-nulle et vaut environ 20 mN m-1; 4) afin de 
présenter des conditions d'interface identiques à celles retrouvées dans une 
bicouche, une monocouche doit être constituée à l'interface air-milieu 
hydrocarboné. Cependant, la pénétration de l'huile (dont les molécules sont 
généralement plus petites que le lipide constituant le film) entre les molécules 
de lipide peut affecter de façon significative le comportement interfacial du 
lipide. De plus, dans le cas des systèmes lipide-protéine, certaines mesures 
comme la radioactivité de surface sont difficilement accessibles à cause de la 
grande absorptivité de l'huile comparativement à l'air. Pour cette raison, nous 
avons choisi de travailler à l'interface air-eau. 
Différents systèmes lipide-protéine furent étudiés par la technique des 
monocouches. Parfois, ces études visent à comprendre l'intégrité fonctionnelle 
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de ces systèmes mais, dans la plupart des cas, ces études visent à caractériser 
l'influence de certains paramètres énergétiques ( essentiellement la pression 
de surface) sur l'incorporation de protéines dans une monocouche lipidique et 
de mesurer la force de l'interaction avec le lipide. Avant de présenter un 
résumé de ces études, attardons-nous aux stratégies utilisées afin d'étudier les 
interactions lipide-protéine par la technique des monocouches .. 
1.3.1 Stratégies d'étude des interactions lipide-protéine par la technigue 
de monocouches. Plusieurs stratégies sont utilisées afin de qualifier et de 
quantifier les interactions entre les films de lipides et les protéines. Les 
prochaines sections visent à résumer les principales approches utilisées. 
1.3.1.1 Les cinétigues d'accroissement de la pression de surface, les 
cinétigues d'accroissement de l'aire moléculaire. Deux types de cinétiques sont 
rapportées dans la littérature: 1) l'accroissement de la pression de surface de 
la monocouche mesuré à aire constante, et 2) l'accroissement de l'aire 
moléculaire mesuré à pression constante, suite à l'injection de la protéine 
dans la sous-phase. Comme le mentionne Wilkinson et coll. (t 986), les deux 
mesures permettent de tirer des conclusions identiques concernant 
l'incorporation de la protéine dans la monocouche. De ces cinétiques, les 
paramètres importants sont la vitesse initiale d'accroissement de la pression 
de surface ou de l'aire et le pourcentage d'accroissement de la pression de 
surface ou de l'aire moléculaire mesuré à l'équilibre. Ces deux paramètres 
traduisent indirectement la vitesse d'incorporation de la protéine dans la 
monocouche. 
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1.3.1.2 Influence de la pression de surface de la monocouche sur 
l'incorporation de la protéine. La présentation des résultats la plus 
couram ment rencontrée dans la littérature est sans doute celle où est présenté 
l'effet de l'état initial de compression du lipide (avant l'ajout de la protéine) 
sur l'accroissement de la pression de surface (MI) mesuré à l'équilibre. Des 
exemples de ces résultats, obtenus pour les systèmes phosphatidylcholine 
(PC)-cytochrome c (en présence ou non de NaO dans la sous-phase), acide 
octadécanoïque-cytochrome c (cyt cl, octadécanol-cyt c et octadécylamine-cyt c 
sont présentés à la Figure S. 
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Figure :5. Illustration des relations linéaires enstant entre l'accroissement de la 
pression de surface. 6lI. et l'état initial de compressioll du phospholipide. Ces rtsultats 
furent obtenus pour les sys~mes A)phosphatidylchoüne-cytochrome c et B) acide 
octadécanolque-cytochrome c. octadécanol-cytochrome c et octadécylamiAe-cytochrome 
c. La partie A) est tirée de Ouinn et Davson 096%) et la partie B) de Morse II et Deamer 
(1973). 
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Il est possible de constater deux comportements distincts. D'une part, la 
pression de surface mesurée à l'équilibre est invariable, peu importe l'état 
initial de compression de la monocouche (Fig. SB): d'autre part, elle décroît 
alors que la pression de surface initiale de la monocouche diminue (Fig. 5A). 
L'accroissement de la pression de surface est une manifestation directe de la 
pénétration de la protéine dans la monocouche. Pour s'en convaincre, il suffit 
de constater la coïncidence existant entre la concentration interraciale de 
protéine et l'augmentation de la pression de surface ( Quinn et Dawson (1969a, 
1969b); Demel et coll. (1973)). Toutefois, la prudence s'impose lors de 
l'interprétation de cet effet pour un système qui présente une forte interaction 
lipide-protéine de nature électrostatique. Dans ce cas, la cinétique 
d'augmentation de la pression de surface résulte souvent de deux effets 
antagonistes: 1) J'accroissement de la pression de surface causée par la 
pénétration de la protéine et 2) la condensation du film lipidique provoquée 
par la neutralisation des charges résultant de J'interaction lipide-protéine. La 
superposition de ces deux effets donne lieu à un comportement biphasique ( 
Bougis et coll. (1981 H. 
L'extrapolation de la droite pour Ml = 0 donne une mesure de la capacité 
de pénétration des protéines dans les monocoucbes. En référant à la Figure 5, 
nous pouvons constater que le cytochrome c a une plus grande capacité de 
pénétration dans les monocouches de phosphatidylcboline que dans les 
monocouches d'acide octadécanoïque. Ces résultats montrent également que, 
dans certains cas, la position d'équilibre de l'incorporation est déterminée par 
la pression finale du film. Dans ce cas, l'incorporation de la protéine se produit 
17 
jusqu'à ce que la pression d'équilibre soit atteinte. Pour un tel mécanisme, la 
valeur de la pression d'équilibre ne dépend ni de la concentration de la 
protéine, ni de la pression initiale à laquelle le lipide est comprimé. Le second 
comportement montre que la pression finale atteinte par le système mixte 
dépend de l'état initial de compression de la monocouche. Ce comportement 
qui est noté pour la majorité des systèmes lipide-protéine est très peu 
interprété. 
1.3.1.3 Identification des conditions maximisant l'incorporation des 
protéines dans les monocouches lipidiques. L'étude de l'influence de divers 
paramètres sur la vitesse d'incorporation et la pression d'équilibre constitue 
l'essentiel des études rapportant l'utilisation de la technique des monocouches 
dans l'étude d'un système lipide-protéine. Les paramètres qui sont 
généralement étudiés sont la nature de la tête polaire et des chaînes 
hydrocarbonées des lipides, l'effet du pH et l'effet de la concentration ionique 
de la sous-phase. Nous désirons apporter deux commentaires sur l'effet du pH 
et de la force ionique. 
Dans les études traitant de l'effet du pH de la sous-phase sur 
l'incorporation des protéines, il apparaît que généralement l'incorporation de 
la protéine dans la monocouche lipidique est maximal au point isoélectrique ( 
Quinn et Dawson (1969a,b); Pattus et coll. (1983». Il se trouve que l'activité de 
surface des protéines à l'interface air-eau est maximale au point isoélectrique 
du polypeptide. C'est d'ailleurs dans ces conditions que les pertes de matériel 
des films minces de protéine sont minimales (Neurath et Bull (1938); Trurnit 
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(t 960)). Il est donc important, en statuant sur l'interaction d'une protéine et 
d'une monocouche lipidique, de distinguer entre l'affinité des deux 
constituants et l'activité de surface que possède la protéine. Cette seconde 
manifestation n'est pas le Cruit de l'affinité des deux composés. 
Il est coutume d'accroître la force ionique de la sous-phase afin de statuer 
sur la nature électrostatique de l'interaction. Dans le cas de l'interaction de la 
colicine A ( Pattus et coll. (t 983)) et du cytochrome c ( Quinn et Dawson 
(1969b)) avec des monocouches chargées négativement, rajout de NaC au 
contenu de la sous-phase permet d'inhiber l'interaction entre les deux 
composés. L'ajout d'ions à la sous-phase a deux eCCets distincts: 1) l'interaction 
avec la protéine, 2) l'interaction avec le film de lipide. L'inhibition de 
l'interaction lipide-protéine est généralement une conséquence de ces deux 
effets. Imaginons le cas où la portion hydrophobe d'une protéine interagit avec 
la monocouche. L'ajout de sel peut accroître la solubilité de la protéine dans la 
sous-phase et provoquer son détachement de la monocouche. Dans ce cas, 
l'effet du sel ne traduit pas le caractère électrostatique de l'interaction lipide-
protéine. 
1.3.1.4 Mesure des isothermes de pression de surface-aire 
moléculaire des mélanges lipide-protéine .. Une méthodologie distincte de la 
mesu"re des cinétiques d'incorporation consiste à mesurer les isothermes 
pression de surfaœ(n)-aire moléculaire(a) des mélanges lipide-protéine de 
diverses fractions molaires. Les deux problèmes majeurs de cette 
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méthodologie concernent la fabrication des films mixtes et la détermination de 
la concentration interfaciale de la protéine. 
La déposition des lipides à l'interface air-eau ne pose pas de problème 
puisque ces molécules sont généralement solubles dans des solvants non-
polaires qui se prêtent bien à leur étalement à l'interface. Les protéines 
solubles sont toutefois difficilement solubilisées dans ces solvants. Afin 
d'incorporer les protéines dans les films lipidiques, diverses méthodologies ont 
été élaborées. La plus simple de celles-ci consiste à laisser s'adsor~er à 
l'interface lipide-eau la protéine initialement injectée dans la sous-phase 
(Wilkinson et coll. (1986)). Cette méthode présente deux inconvénients 
majeurs: l'incertitude de la quantité exacte de protéine atteignant l'interface et 
le temps requis afin d'atteindre un état d'équilibre; dans certains cas, 
l'équilibre prend plusieurs heures à être atteint (Graham (1980)). La seconde 
technique consiste à déposer successivement le film lipidique et le film 
protéique à l'interface air-eau. La protéine est généralement déposée 
directement à l'interface depuis une solution aqueuse ( Davies et coll. (1984); 
Ivanova et coll. (1986); Urbaneja et coll. (1987)) ou dans une solution aqueuse 
contenant 0,1' d'alcool amylique (Taneva et coll. (1984)). Généralement la 
protéine est déposée en premier lieu puisqu'elle ne peut être étalée 
efficacement contre une pression de surface déjà existante. Cette méthodologie 
est nommée méthode de l'ajout successif. Puisque la déposition de la protéine 
et du lipide se fait localement et successivement, cette méthode offre le 
désavantage de ne pas favoriser l'homogénéité des films formés. 
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Les isothermes de pression de surface-aire moléculaire obtenues pour des 
films lipide-protéine de diverses fractions molaires sont analysées en 
considérant la loi d'additivité. Toute déviation de l'isotherme de mélange par 
3 4 6 XSA X PC(16 :0) 7 
70 5 1,00 0,00 
.., 0,90 0,10 ~ 
3 0,75 0,25 
60 4 0,64 0,36 
5 D,50 0,50 
6 0,25 0,75 













20 40 60 80 
cr (A"2/résidu) 
Figure 6. Isothermes de pression de surface (u) en fonction de l'aire moléculaire (41) 
pour l'albumine du sérum hum.aùl (0, la dipa.1mitoylphosphatidylcholine (7) et leur 
méla.o.ge de diverses compositions (2-6). Les aires moléculaires sont rapportées par résidu 
d'albumine sérique, Cette figure est Une de Ta.o.eva et coll. (198-4). 
rapport à l'isotherme prédit pour un mélange idéal (calculée en considérant la 
somme pondérée des isothermes obtenues pour les deux corps purs) est 
interprétée comme une interaction entre les deux corps. Un exemple de ce 
type de mesure est donné à la Figure 6. Cette figure rapporte les isothermes 
obtenues pour l'albumine du sérum humain, la dipalmitoylphosphatidylcholine 
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(PC(16:0» et pour des mélanges de diverses compositions. Ce résultat permet 
aux auteurs de conclure que la loi d'additivité est respectée pour les pressions 
de surface inférieures à 22 mN m-1; pour des pressions supérieures, 
l'expulsion graduelle de la protéine dans la sous-phase prend place. Bougis et 
coll. ( 1987) rapportent un comportement identique pour le mélange 
cardiotoxine (crx IV)-didodécanylphosphatidylg1ycérol; la protéine est 
rapidement éjectée de la monocouche pour des pressions de surface 
supérieures à 22 mN m-1. Dans le cas des systèmes lipide-protéine 
membranaire (glycophorine, cytochrome b~) peu importe la pression de 
surface à laquelle le film est soumis, la protéine demeure toujours présente 
dans le film insoluble (Davies et coll. (1984); Wilkinson et coU. (1986». 
Maintenant que les approches expérimentales ont été présentées, nous 
désirons donner quelques exemples où l'activité de surface et l'incorporation 
des protéines dans des couches lipidiques furent étudiées. 
1.3.2 Activité de surface et incorporation des protéines dans les 
monocouches lipidiques 
1.3.2.1 L'action des phospholipases sur les monocouches de lipide. 
Les phospholipases ont un rôle d'hydrolyse des chaînes grasses ou de la tête 
polaire des lipides. Divers sites d'action spécifiques à diverses phospholipases 
ont été identifiés. L'organisation des monocouches en films compact permet de 
vérifier l'importance de l'accessibilité du site actif de l'enzyme pour son 
substrat. Un des paramètres majeurs contrôlant l'hydrolyse des phospholipides 
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par les phospholipases est la densité d'empaquetage des lipides dans la 
monocouche et, partant, la pression de surface. Dawson (1969) a montré que 
l'action de la phospholipase B sur une monocouche de 32p-phosphatidylcholine 
est faible à 4 mN m- l , plus rapide à 28 mN m- l alors qu'elle devient presque 
nulle à 32 mN m- l. Lorsque la pression de surface est diminuée de 32 à 31 mN 
m- l , l'hydrolyse enzymatique se produit à nouveau. L'action de la 
phospholipase sur la monocouche lipidique est suivie par la variation de la 
pression, du potentiel et de la radioactivité de surface de la monocouche en 
fonction du temps. La grande influence de la pression de surface sur l'action de 
la phospholipase fut également rapportée par Demel (1982) qui a montré que 
la phospholipase C est incapable d'hydrolyser une monocouche de [14(: méthyll 
palmitoyloleoylphosphatidylcholine comprimée à 35 mN m- l , alors que 
l'hydrolyse se produit à une pression de surface de 30 mN m- l . L'influence de 
facteurs tels la présence de Ca2+ et le pH de la sous-phase ont également été 
étudiés par Barque et Dervichian ( 1979). 
Ces études démontrent clairement l'importance de la pression latérale de 
la monocouche lipidique sur l'action des phospholipases. Comme l'hydrolyse 
enzymatique requiert une géométrie de rencontre enzyme-substrat adéquate, 
une trop forte compression de la monocouche restreint l'accès de la protéine 
aux groupements du lipide qui sont présents au voisinage de la tête polaire. En 
fait, l'incidence de ces résultats est plus grande puisqu'elle pose également la 
problématique de la relation existant entre la pression de surface d'une 
monocouche et la pression latérale d'une bicouche ou d'une biomembrane. Les 
études menées avec les systèmes phospholipides-phospholipases par la 
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technique des monocouches mettent en évidence que l'action des 
phospholipases est inhibée lorsque les monocouches lipidiques sont 
comprimées à plus que 30 mN m- l . Considérant que la tension interraciale de 
certaines biomembranes et structures bilipidiques est d'à peine quelques mN 
m- l, Gruen et Wolfe(t982) ainsi que Nagle(1986) considèrent que les 
monocouches doivent être comprimées à une pression de 50 mN m- l afin de se 
trouver dans un état équivalent à celui des lipides organisés en bicouches. En 
utilisant des sondes fluorescentes, Fulford et Pell (1980) ont déterminé que la 
pression latérale de liposomes de diphénylhexatriène est supérieure à 60 mN 
m- l pour un état condensé alors qu 'une chute de 40 mN m- l se produit lors du 
passage de l'état condensé à un état expansé. Il s'avère que bien peu de 
phospholipides peuvent être comprimés au delà de 45 mN m- l; le collapse de 
ces films se produit entre 40 et 45 mN m- l . En plus, les résultats présentés sur 
l'action de surface des phospholipases sous-entendent qu 'aucune activité 
hydrolytique ne peut être rencontrée pour de si fortes pressions. Ces résultats 
permettent de conclure que les conditions dans lesquelles une monocouche 
présente une conformation identique à celle retrouvée dans une bicouche n'est 
pas simple. 
1.3.2.2 Les systèmes lipide-cytochrome c. Le cytochrome c est sans 
doute la protéine qui a été le plus largement utilisée afin d'étudier les 
interactions lipide-protéine par la technique des monocouches. L'abondance 
des études impliquant cette protéine provient sans doute de la disponibilité 
com merciale de cette protéine à une pureté satisfaisante et de la connaissance 
de la structure tridimensionnelle de cette protéine. Nous invitons le lecteur 
24 
intéressé aux aspects structuraux et évolutifs du cytochrome c à consulter 
l'article de Dickerson ( 1972). 
Les interactions entre le cytocbrome c . et des monocouches de 
phosphatidylethanolamine (Quinn et Dawson (1969a», de phosphatidylcholine, 
d'acide phosphatidique, de cardiolipine (Quinn et Dawson (1969b), 
d'octadécylsuJfate, d'octadécylphosphate, octadécanol, des acides 
octadécanoïque et octadécènoïque (Morse II et Deamer (1973) ont été étudiées 
par la technique des monocouches. 
En mesurant les cinétiques d'incorporation (MI vs t) ou l'effet de l'état de 
compression de la monocouche de lipide (llillU) sur l'incorporation du 
cytochrome c, Quinn et Dawson (1969a) ont montré que le cytochrome c 
s'incorpore dans les monocouches de phosphatidyléthanolamine comprimées à 
moins de 23 mN m- l . Cependant, lorsque le fi.lm sur lequel le cytochrome c 
s'est adsorbé est comprimé à 40 mN m- l , il est impossible d'expulser 
complètement la protéine. Les auteurs interprètent ce comportement comme 
le reflet de la dénaturation de surface de la protéine. Dans ce cas, com me tout 
au long de ce travail, le terme ambigu "dénaturation" référera à un 
changement conformationnel important et apparemment irréversible de la 
protéine aux interfaces. Les auteurs concluent que l'interaction entre la 
phosphatidyléthanolamine et le cytochrome c est de nature électrostatique 
puisque l'ajout de NaCl à une concentration finale de 1 M bloque l'adsorption 
de la protéine. Cependant une ambiguïté existe puisque même si l'adsorption 
(mesurée par un accroissement de la radioactivité de surface) cesse dans ces 
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conditions, l'incorporation de la protéine (mesurée par un accroissement de n) 
continue. 
Dans une étude subséquente, Quinn et Dawson (1969b) rapportent que le 
cytochrome c interagit avec des monocouches d'acide phosphatidique et de 
cardiolipine comprimées jusqu'à 45 mN m- l . Cette incorporation peut être 
inhibée alors que du NaO est ajouté à une concentration de 1 M dans la sous-
phase. Un point obscur demeure inexpliqué puisque les auteurs montrent que 
l'incorporation est inversée alors que le NaO est ajouté au système acide 
phosphatidique-cytochrome c. Le cytochrome c demeure cependant capable de 
s'incorporer dans de telles conditions à une monocouche d'acide 
phosphatidique comprimée à moins de 25 mN m-1. 
Dans ce même article, Quinn et Dawson rapportent que le cytochrome c 
peut s'incorporer dans une monocoucbe de phospbatidylcboline comprimée à 
moins de 20 mN m-1. Cette incorporation est observée indépendam ment du 
contenu ionique de la sous-pbase, suggérant aux auteurs que cette interaction 
est de nature non-ionique. 
Lorsque le cytochrome c est injecté sous des monocouches d'acide 
octadécanoïque, d'octadécylamine et d'octadécanol, il est incorporé aux 
diverses monocouches lorsque celles-ci sont comprimées à moins de 16 mN m-
l. Dans tous ces cas, la pression de surface mesurée à l'équilibre est de 16 mN 
m-1, peu importe la pression de surface à laquelle la protéine fut injectée sous 
la monocouche (entre 0 et 16 mN m-1). Pour ces trois films, le cytochrome c 
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apparaît posséder un rôle régulateur de la pression de surface; la position de 
l'équilibre étant définie par la pression de surface du film, indépendamment 
de la proportion des deux composants. Dans le cas de l'octadécylphosphate, 
cette pression de surface passe à 28 mN m-1. Dans le cas de la monocouche 
d'acide octadécènoïque, les résultats dispersés suggèrent que la protéine 
puisse s'incorporer dans des monocouches comprimées jusqu'à 40 mN m-1. 
Dans ce cas la pression de surface mesurée à l'équilibre n'est pas indépendante 
de l'état de compression initial du lipide, plus la pression de surface initiale de 
la monocouche de lipide est faible, plus la pression à l'équilibre du système 
lipide-protéine est faible. Le peu de résultats présentés pour le système 
octadécylsulfate-cytochrome c ne permettent pas d'établir l'état de 
compression maximal pour lequel l'incorporation du cytochrome c se produit. 
Par mesure des potentiels de surface, Ksenzhek et coll. (1975) ont mis en 
évidence une désorption partielle du cytochrome c adsorbé sur une 
monocouche de lipides extraits de la cervelle de boeuf, alors que la sous-phase 
contient 0,1 M de Naa. La composition du lipide n'étant pas donnée dans 
l'article, nous ne pouvons pas dire si ce résultat est en accord ou non avec les 
résultats rapportés par Quinn et Dawson. 
Teissié ( 1981) a étudié l'incorporation du cytochrome c dans des 
monocouches de dipalmitoylphosphatidylcholine, d'acide phosphatidique et 
d'un mélange des deux, par transfert d'énergie entre le cytochrome c et une 
sonde, la dansylphosphatidyléthanolamine, incorporée à une fraction molaire 
de l' dans la monocouche. Ces auteurs montrent que l'incorporation du 
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cytochrome c dans les monocouches de dipalmitoylphosphatidylcholine est 
plus Corte à 4 qu'à 30 mN m- l . Le transCert non-nul d'énergie à une pression 
de 30 mN m- l laisse croire que suite à l'éjection de la protéine de la 
monocouche causée par l'augmentation de la pression de surface, le 
cytochrome c s'organise dans une couche sous-jacente à la monocouche de 
lipide. De plus, cet auteur rapporte que l'attachement de la protéine à la 
monocouche de lipide est inversé alors que la concentration ionique de la sous-
phase est accrue à 0,1 M de Naa. Ce résultat est en contradiction avec le 
résultat de Quinn_et Dawson voulant que l'attachement du cytochrome c à une 
monocouche de phosphatidylcholine ne soit pas affecté par un accroissement 
de la force ionique de la sous-phase. Tout comme Quinn et Dawson, Teissié 
rapporte que l'attachement du cytochrome c à une monocouche est accru alors 
que le film lipidique est chargé négativement. 
L'incorporation de l'apocytochrome c dans les monocouches de 
dioleoylphosphatidylcholine, dioleoylphosphatidylsérine et de cardiolipine Cut 
étudiée par Rietveld et coll. (t 985). Dépendamment de la concentration de 
protéine utilisée, l'incorporation de l'apocytochrome c dans une monocouche de 
dioleoylphosphatidylcholine se produit alors que celle-ci est comprimée à 
moins de 20-30 mN m-l . Pour la dioleoylphosphatidylsérine et la cardiolipine, 
l'incorporation de l'apocytochrome c se produit même lorsque les monocouches 
sont comprimées au delà de 30 mN m- l . Ce dernier résultat suggère que 
l'interaction entre l'apoprotéine portant globalement 8 charges positives et la 
monocouche anionique soit électrostatique. La comparaison de cette étude avec 
celle de Quinn et Dawson est fort intéressante puisqu'elle permet de conclure 
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que le cytochrome c et son apoprotéine s'incorporent de façon identique dans 
des monocouches de nature voisine. Il est rapporté dans l'étude de Rietveld et 
coll. que la structure de l'apocytochrome c est très désordonnée 
comparativement au cytochrome c qui présente près du tiers de sa structure 
sous forme d'hélices-a. Il ressort donc de cette étude que la structure, de 
même que la présence du groupement hémique a peu d'importance dans la 
faible incorporation du cytochrome c dans une monocouche de 
phosphatidylcholine et dans la forte incorporation de cette protéine dans une 
monocouche de phosphatidylsérine et de cardiolipine. 
1.3.2.3 Les systèmes lipide-albumine sérique . Les systèmes mixtes 
lipide-albumine sérique ont été caractérisés à l'interface air-eau pour l'intérêt 
qu'ils présentent dans la compréhension du comportement de la couche 
lipoprotéique du surfactant pulmonaire lors des cycles compression-expansion. 
Taneva et coll. (1984f) présentent l'incorporation de l'albumine sérique sous la 
forme des traditionnels isothermes force-aire obtenues pour des mélanges de 
diverses compositions. Ces isothermes furent obtenues par déposition 
successive du lipide et de la protéine. Il apparaît qu'indépendamment de la 
fraction molaire d'albumine sérique, la protéine est graduellement éjectée du 
film lipidique alors que la pression de surface excède 22 mN m- t . Au delà de 
25 mN m- t , l'éjection de l'albumine est complète et toute compression 
supplémentaire sert à comprimer le lipide. Ce système présente des cycles 
d'hystérèses qui sont caractéristiques d'une incorporation réversible de la 
protéine dans la monocouche de lipide. Le partitionnement de la protéine 
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entre la monocouche et la sous-phase est régi par la pression de surface de la 
monooouche. 
1.3.2. -4 Les systèmes lipide-colicine. La colicine A peut se fixer à la 
membrane interne bactérienne. dépolarisant celle-ci et causant une inhibition 
du transport actif. Cette protéine peut de plus former des canaux ioniques 
dans les bicouches planes. C'est en voulant apporter des explications sur le 
mécanisme d'insertion de la colicine dans les membranes que Pattus et coll. 
(983) ont étudié la pénétration de cette protéine dans des monooouches de 
phosphatidylcholine. phosphatidylglycérol et de phosphatidyléthanolamine 
extraits de la membrane de E coli Ces auteurs rapportent que la pression 
maximale à laquelle la coUcine s'incorpore dans la monocouche lipidique est de 
25 mN m-1 pour la phosphatidylcholine, 31 mN m-1 pour la 
phosphatidyléthanolamine et de -43 mN m-1 pour le phosphatidylglycérol. Ces 
systèmes présentent une relation linéaire entre l'accroissement de la pression 
de surface et la pression de surface à laquelle le lipide est comprimé. Tout 
comme c'est le cas pour la majorité de ces graphiques. la pression finale 
mesurée suite à l'incorporation de la protéine dépend de l'état initial de 
compression du lipide. La présence de sel dans la sous-phase inhibe 
l'incorporation de la colicine dans les monooouches de phosphatidylglycérol. 
suggérant une interaction électrostatique entre les deux composés. 
1.3.2.5 Les systèmes lipide-anticorps antilipide. La fixation de 
l'antigène et de l'anticorps constitue la première étape de l'interaction 
antigène-anticorps. La complémentarité spatiale des deux composés est le 
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principal facteur responsable de l'interaction. Les interactions entre le lipide A 
et l'antilipide A immunoglobuline G, le lipide A et l'immunoglobuline G 
normale ont été étudiées par Ivanova et coU. (1984) et Ivanova et coU. (1986). 
En mesurant les isothermes du mélange lipide-anticorps obtenues par addition 
successive de diverses fractions molaires des deux constituants, les auteurs 
montrent que l'interaction entre l'anticorps spécifique au lipide A est plus 
forte que l'interaction entre un anticorps non-spécifique et la monocouche de 
lipide. Cette spécificité d'interaction est expliquée par une plus grande 
hydrophobicité de l'anticorps antilipide A. 
Une étude récente rapporte l'étude de l'interaction entre l'anticorps 
antilipide (TEPe 15) et des monocouches de phosphatidylcholine et de 
phosphatidyléthanolamine.( Urbaneja et coll. (1987». Cette étude démontre 
d'une part la grande affinité de l'anticorps TBPC 15 pour des monocouches de 
phosphatidylcholine et de phosphatidyléthanolamine; alors que la pression de 
surface provenant de l'activité de surface de l'anticorps à l'interface air-eau 
est de moins de 2 mN m-1, il peut pénétrer des monocouches de lipide 
comprimées à 20 mN m-1. Les résultats présentés par ces auteurs traduisent 
l'augmentation de la surface provoquée par l'incorporation de l'anticorps dans 
une monocouche gardée à une pression de surface constante pour diverses 
fractions molaires anticorps-lipide. Ces fractions molaires sont calculées en 
considérant que la totalité du matériel déposé demeure à l'interface. 
1.3.2.6 L'incorporation des protéines membranaires dans les 
monocouches de lipide. Les études présentées jusqu'à maintenant impliquaient 
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des protéines qui possèdent une activité de surface mais qui ne sont pas des 
composantes intégrales des membranes biologiques. Certaines études 
rapportent la caractérisation de l'incorporation entre des protéines ancrées à la 
membrane biologique et des monocouches de lipides. Il est à noter que 
l'utilisation de ces protéines en monocouche requiert la solubilisation de ces 
protéines qui sont généralement insolubles dans les solvants aqueux. Pour ce 
faire, il est nécessaire d'utiliser des détergents qui se fixent à la portion 
hydrophobe de la protéine. La réelle influence de ces détergents, qui sont 
tensioactifs, est rarement abordée. Nous présentons deux cas afin d'illustrer 
ces études. 
Al Le système dipalmitoylphosphatidylcholine-glycophorine. La 
glycophorine est une glycoprotéine intrinsèque de la membrane de 
l'erythrocyte humain. Malgré la présence d'oligosaccharides constituant 60 ~ 
de sa masse, cette protéine est ancrée à la membrane de l'erythrocyte par un 
domaine hydrophobe de 22 résidus. Pour les considérations traitées à la 
section 1.2, c'est probablement sous forme d'hélice-Q que ce segment traverse 
la membrane. Davies et ses collaborateurs (1984) ont étudié l'interaction de la 
glycophorine et de la dipalmitoylphosphatidylcholine étalée à l'interface air-
eau. Les résultats présentés par ces auteurs prennent la forme d'isothermes de 
pression de surface-aire moléculaire mesurées pour des films mixtes de 
diverses compositions fabriqués par addition successive. Afin de minimiser la 
solubilité de la protéine dans la sous-phase, ces auteurs travaillent sur une 
sous-phase contenant 1,2 M de sulfate d'ammonium. La principale constatation 
de cette étude réside dans le fait que la transition de phase liquide expansé-
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liquide condensé présentée par le lipide disparaît alors que les films mutes 
lipide-protéine sont formés. En utilisant les isothermes de pression de surface-
aire moléculaire obtenues pour des films de glycophorine seule (Davies et coll. 
(1983 n, les auteurs constatent que les isothermes du mélange ne sont pas une 
simple moyenne pondérée des isothermes obtenues pour les corps purs (ce qui 
est fort normal considérant que le mélange ne présente plus de transition de 
phase). Sur cette base, ils concluent à l'existence d'une interaction entre la 
glycophorine et la dipalmitoylphosphatidylcholine. 
B) Les systèmes lipide-cytochrome bl:. Le cytochrome b5 
présente une analogie structurale importante avec la glycophorine puisqu'il 
comporte également une portion hydrophile importante ancrée à la membrane 
par un court domaine hydrophobe. Wilkinson et coll. (1986) ont 
systématiquement étudié -l'influence de la tête polaire et . des chaînes grasses 
sur l'insertion du cytochrome b5 dans des monocouches lipidiques. Cette étude 
rapporte que l'activité de surface de la protéine obéit à la gradation suivante: 
dipalmitoyl-acide phosphatidique < dipalmitoylphosphatidyJéthanolamine < 
dipalmitoylphosphatidylcholine. En plus, l'activité de surface croît alors que les 
chaînes acyles du lipide présentent une longueur croissante. Egalement. la 
transition de phase observée pour la dipalmitoylphosphatidylcholine disparaît 
alors que la protéine est incorporée au film. Ce comportement fut également 
observé pour le système PC( 16:0 )-glycophorine. 
Dans le cas des systèmes lipide-glycophorine et lipide-cytochrome b5. il 
devient difficile de distinguer la simple activité de surface de la protéine et 
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l'affinité de la protéine pour le lipide. Dans le cas des systèmes lipide-
anticorps, cette distinction fut bien faite puisque l'anticorps, qui ne peut 
générer une pression de surface supérieure à quelques mN m-1, s'incorpore 
dans des couches lipidiques comprimées à 20 mN m-1. 
1.3.2.7 Un cas particulier d'interaction lipide-protéine: les 
systèmes chlorophylle-protéine. La chlorophylle a (chl a) est l'un des pigments 
clé servant à capturer et à canaliser l'énergie lumineuse vers les centres 
réactionnels photosynthétiques. Il apparaît que la majorité, sinon la totalité de 
ce pigment est complexée à des protéines (Markwell.et coll. (1979); Van Buren 
(t 98 S); Brecht (t 986)). Malgré la quantité phénoménale de complexes 
chlorophylle-protéine extraits au cours des vingt dernières années, bien peu 
d'éléments furent apportés en regard de la Spécificité de l'interaction 
chlorophylle-protéine. C'est en tentant de comprendre la spécificité des 
interactions chlorophylle-protéine que divers auteurs ont étudié 
l'incorporation de certaines protéines dans des monocouches de chlorophylle a. 
Cependant, les protéines utilisées ne sont pas celles qui se retrouvent 
naturellement complexées à la chlorophylle. Cette situation s'explique par le 
fait que les partenaires réels de la chlorophylle sont des protéines 
transmembranaires fortement hydrophobes. La nécessité d'utiliser des 
détergents tensio-actifs afin d'extraire ces protéines de la membrane naturelle 
rend complexe, voire impossible leur utilisation en monocouche. 
L'étude de l'interaction entre la chlorophylle a et le cytochrome c fut 
rapportée par Aghion et coll. (t 969), Chin et Brody (t 976) et Hirsch et Brody 
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( 1980). Dans ces études, la fabrication des films mixtes chlorophylle a-
cytochrome c se fait par addition successive. Une déviation positive à la loi 
d'additivité est notée, suggérant aux auteurs qu'il y a une interaction entre les 
deux composés. Cependant, cette déduction fut faite en considérant que la 
totalité de la protéine initialement déposée est demeurée à l'interface. Un 
déplacement bathochromique du maximum d'absorption de la chI a dans le 
bleu de 683 à 687 nm est noté lorsque le pigment est mélangé au cyt c réduit. 
Par la même procédure, Chin et Brody (t 976) rapportent qu'une 
interaction existe entre le cytochrome f (cyt f) et la chI a. Le maximum 
d'interaction est observé pour un rapport chi a:cyt f de 1:2 pour le cytochrome 
f réduit alors qu'il passe à 1:1 pour le cytochrome f oxydé. Lorsque le 
complexe est illuminé, une contraction du film est observée, traduisant, selon 
les auteurs, une photoréaction du complexe chi a-cyt f. 
L'étude de l'interaction entre la plastocyanine (pey) et la chi a est 
rapportée par Brody (t 973 et 1975). Vérifiant l'applicabilité de la loi 
d'additivité, l'auteur conclut à la formation d'un complexe de composition chi 
a:pey de 1:2 pour la plastocyanine réduite et 1: 1 pour la plastocyanine oxydée. 
En irradiant le complexe chI a-pcy réduite, une contraction du film suggère à 
l'auteur une photoréaction qui ne se produit qu'à l'interface azote-eau. 
Par spectroscopie d'absorption, Ivanovskaya et coll. (1972) ont étudié les 
propriétés spectroscopiques des complexes chlorophylle a-albumine sérique et 
chlorophylle b-albumine sérique. Les auteurs rapportent que pour les deux 
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systèmes,les maxima d'absorption des chromophores ne sont pas affectés par 
la présence de la protéine. Cependant, la stabilité chimique des films de 
chlorophylle a et b est grandement accrue lorsque la protéine est ajoutée au 
système. 
Nous avons de sérieuses réserves sur la procédure utilisée par Brody 
(t 973 et 1975) et Chln et Brody (t 976) afin d'établir la stoechiométrie des 
complexes chlorophylle-protéine. D'une part, ils ne peuvent avoir l'assurance, à 
moins d'utiliser la radioactivité de surface, que la totalité de la protéine 
initialement déposée est demeurée à l'interface. Davies et coll. (1984) 
rapportent que la glycophorine, une protéine possédant un caractère 
hydrophobe beaucoup plus marqué que la plastocyanine et le cytochrome c, se 
solubilise partiellement dans la sous-phase lorsque les films glycophorine-
dipalmitoylphosphatidylcholine sont fabriqués par addition successive. De 
plus, les différences notées dans la stoechiométrie des complexes formés à 
partir des formes oxydées et réduites des protéines peuvent être la cause 
d'une plus ou moins grande solubilité des deux formes. Les études ne 
rapportent aucune vérification de cet effet. 
1,4 Forces et faiblesses de la technique des monocouches appliquée à l'étude 
des interactions lipide-protéine. 
Comme nous l'avons vu, la technique des monocouches fut appliqUée à 
l'étude de nombreux systèmes lipide-protéine. Il ressort de ces études que la 
36 
technique des monocouches est bien adaptée à certaines études, alors que son 
applicabilité est plus faible dans d'autres cas. La principale force de cette 
technique réside dans le grand contrôle des paramètres auxquels le système 
est soumis. Il est possible d'identifier sélectivement l'influence de la pression 
latérale, de la nature du lipide, de la force ionique et du pH de la sous-phase et 
de mettre en évidence certains aspects déterminant la spécificité des 
interactions lipide-protéine. Comme nous l'avons mentionné, il est important 
de distinguer entre l'activité de surface de la protéine seule et l'interaction 
lipide-protéine. Dans certains cas où l'interaction lipide-protéine est inhibée en 
augmentant le contenu ionique de la sous-phase, il est possible de conclure à la 
nature électrostatique de l'interaction mais, comme nous le montrerons, peut 
être cet effet est la simple conséquence de l'augmentation de la solubilité de la 
protéine dans la sous-phase. Il en est de même de l'effet du pH où 
l'incorporation de la protéine dans la monocouche de lipide est généralement 
maximale au point isoélectrique de la protéine; condition où la solubilité de la 
protéine dans la sous-phase est minimale. Afin d'être complètes, ces études 
demandent l'utilisation conjointe de techniques permettant de mesurer 
l'influence des paramètres considérés sur la solubilité de la protéine. 
Certaines faiblesses sont inhérentes à la stratégie expérimentale utilisée. 
Ainsi pour certains systèmes, il faut attendre plusieurs heures avant 
d'observer un équilibre apparent. Dans le cas de l'adsorption de la le-caséine à 
l'interface air-eau, la pression d'équilibre est atteinte après une attente de 25 
heures ( De Feijter et coll. (1978». De plus, les systèmes sont très peu 
comprimés lors de la mesure de ces cinétiques. Or, comme nous le montrerons 
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dans cette étude, la dénaturation des protéines est un mécanisme qui est 
optimal aux faibles états de compression. Notamment, la dénaturation de 
surface se manifeste par l'irréversibilité de l'incorporation qui, dans des 
conditions normales, est partiellement ou entièrement réversible. 
Lors de la mesure des isothermes de pression de surface-aire moléculaire 
des mélanges lipide-protéine, il est généralement supposé que toute la 
protéine initialement déposée demeure confinée à l'interface et qu'elle y 
demeure présente tout au long de la compression. Le système 
dipalmitoylphosphatidylcholine- albumine du sérum humain (Taneva et coll. 
(1984)) est un exemple qui nous permet de constater que ce n'est pas toujours 
le cas. Comme il est impossible d'avoir l'assurance que la totalité de la protéine 
initialement déposée demeure présente en tout temps à l'interface, nous 
devons questionner les conditions dans lesquelles certains auteurs tentent 
d'appliquer la loi d'additivité qui est établie en considérant l'insolubilité des 
deux composants. 
Finalement, la technique des monocouches permet de qualifier la nature 
des interactions lipide-protéine. Aucune des études que nous avons consultées 
n'apporte de quantification de ces interactions. Cependant, il existe un 
formalisme qui est couramment appliqué à la mesure de l'excès d'énergie libre 
résultant de l'interaction entre deux composés insolubles (Gaines (1966». C'est 
sans doute parce qu'il prévoit que les composés demeurent en tout temps 
présents à l'interface air-eau que ce formalisme n'est pas appliqué aux 
systèmes lipide-protéine. 
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1.5 Proposition d'une procédure permettant de qualifier et de quantifier les 
interactions lipide-protéine. 
Ce travail vise à vérifier l'applicabilité d'une procédure différente visant 
à qualifier et quantifier les interactions lipide-protéine en utilisant la 
technique des monocouches. La démarche dont nous nous inspirons vise à 
établir les propriétés de surface des mélanges dioléoylphosphatidylcholine (PC 
(18:1 »-cytochrome c et chI a-cyt c. L'incorporation de la protéine dans les 
monocouches se fera en utilisant le système décrit par Dervichian et Barque 
( 1979). Ce système présente l'avantage d'activer l'incorporation de la protéine 
et de permettre une répartition homogène de la protéine dans la monocouche. 
En mesurant et comparant les isothermes de pression de surface (n)-aire 
moléculaire (a), potentiel de surface (â V)-o du lipide pur et du mélange lipide-
protéine, nous désirons qualifier l'incorporation de la protéine dans la 
monocouche. Afin de quantifier la concentration interfaciale de la protéine, 
nous mesurerons la concentration interfaciale (r) du [14(:) cytochrome c par la 
mesure de la radioactivité de surface. Cette mesure nous permettra de vérifier 
pour tous les états de compression la portion de la surface occupée par la 
protéine. De plus, nous proposons d'analyser le comportement des systèmes 
miltes lorsque ceux-ci sont soumis à des cycles expansion-compression. La 
réversibilité et l'influence de la pression de surface sur l'incorporation de la 
protéine permettra d'obtenir des informations supplémentaires sur la force de 
l'interaction. 
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Une procédure est généralement utilisée afin de mesurer l'excès d'énergie 
libre d'interaction de deux composés insolubles (Gaines (1966)). Nous voulons 
vérifier l'applicabilité de cette procédure à l'étude des systèmes mixtes lipide-
protéine. Le formalisme généralement utilisé demande d'établir les isothermes 
fi-a des deux composés alors qu'ils constituent des monocouches homogènes. 
Nous devrons donc mesurer les propriétés interfaciales du cytochrome c. Nous 
proposons de qualifier les propriétés interraciales du cytochrome c en 
mesurant les isothermes fi-o, li V -a et de déphasage eUipsométrique (~)-a de 
films de cytochrome c étalés depuis des cristaux, une solution éthanol:eau (2: 1, 
v:v) ou adsorbé à l'interface air-eau depuis la solution. Il sera possible de 
comparer le comportement interfacial des films de cyt c obtenus par ces trois 
procédures. La loi d'additivité sera également appliquée à l'interprétation des 
potentiels de surface. 
Afin d'obtenir des informations complémentaires sur le système 
PC( 18: 1 )-cyt c, nous mesurerons les isothermes ellipsométriques des corps 
purs et du mélange. L'interprétation de l'isotherme ellipsométrique des 
composés qui, comme la chlorophylle a, présentent de l'absorption optique est 
complexe. Pour cette raison, nous avons choisi les spectroscopies d'absorption 
et de fluorescence comme mesures complémentaires à l'étude du système chI 
a-cyt c. 
Finalement, nous désirons étudier l'influence de la force ionique de la 
sous-phase sur l'incorporation du cyt c dans des monocouches de 
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phosphatidylcholine bovine (PC bovine). Nous en profiterons pour confronter 
nos résultats aux résultats contradictoires présentés par Quinn et Dawson 
(1969b) et Teissié (1981). L'étude des mélanges ch! a-stellacyanine (scy), ch! 
a-plastocyanine (pey) et ch! a-eytochrome f (cyt f) viendra compléter cette 
étude. Ces résultats seront traités en regard de la spécificité de l'interaction 
chlorophylle-protéine et de son incidence biOlogique. 
CHAPITRE 2 
METHODES EXPERIMENTALES 
2.1 Pureté des produits utilisés 
La technique des monocouches, comme la majorité des techniques 
expérimentales, demande qu'un certain nombre de paramètres soient 
parfaitement contrôlés. Parmi ces paramètres, nous pouvons citer la pureté 
des molécules étalées à l'interface et des produits servant à préparer la phase 
aqueuse. L'adsorption d'impuretés tensioactives à l'interface air-eau aurait 
pour effet de fausser les isothermes mesurées et, possiblement, de modjfier les 
interactions prenant place dans la monocouche. 
2.1.1 Pureté des produits servant à la préparation de la sous-phase. Les 
sels de phosphate (Na2HP04 et NaH2P04, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO), le 
Tris[hydroxyméthyt]aminométhane (Tris) de même que le Tris-Ha furent 
trouvés exempts d'impuretés pouvant altérer les isothermes obtenues. Pour ce 
faire, nous nous sommes assurés que, suite au remplissage du bassin par la 
solution tamponnée à une concentration de 10-3 M et après une attente de 30 
minutes, aucune pression de surface n'est détectée lors d'une compression en 
blanc. Pour cette raison, ces produits furent utilisés sans purjfication 
supplémentaire. Dans certains cas, la force ionique de la sous-phase fut 
augmentée en ajoutant au tampon du chlorure de sodium (Naa, Fischer Sei., 
Montréal, QC) jusqu'à une concentration de 1,0 M. Certaines expériences nous 
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ont montré que la pureté de 99,9' annoncée par le fabriquant n'est pas 
suffisante afin que nous utilisions ce produit sans purification préalable. 
Comme la purification de ce produit constitue une part non-négligeable de ce 
travail, nous retraiterons ce point subséquemment (voir la Section 2.2). 
L'eau servant à la préparation des solutions tamponnées fut purifiée en 
deux étapes. La première étape consiste en une filtration de l'eau provenant 
de l'alimentation courante à l'aide d'un système Nanopure (Sybron-Barnstead, 
Boston, MA) comportant quatre filtres. Le premier élimine la matière 
organique, les deux suivants retiennent les ions, alors que le dernier exclut les 
particules dont le diamètre excède 0,2 p.m. Suite à cette étape, l'eau possède 
une résistivité spécifique supérieure à 16,5 1 106 n cm. La seconde 
purification consiste en une double distillation opérée sur un système en 
quartz ( modèle bi-18, Heraeus-Schott, Hanau, Allemagne). Suite à la 
distillation, l'eau est conservée dans des contenants de verre fermés. Afin 
d'éviter toute contamination, les récipients contenant l'eau sont 
subséquemment manipulés avec des gants. La tension superficielle de l'eau 
suite à la distillation est de 71,0 ! 0,4 dyne cm-l , tel que mesuré selon la 
méthode de l'anneau de Du Nooy. 
2.1.2 Préoaration des protéines Cette étude concerne principalement les 
aspects structuraux des interactions lipide-protéine. Ainsi, les critères que 
nous avons choisi afin de vérifier la pureté des protéines reposent sur des 
propriétés structurelles et non fonctionnelles. 
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Le cytochrome c (type VI, Sigma Chem. Co., St. Louis, MO) extrait du coeur 
de cheval fut utilisé sans purification supplémentaire. Il fut vérifié qu'aucune 
différence n'est notée entre un échantillon directement prélevé du contenant 
et un échantillon filtré sur un tamis moléculaire de Séphadex G-25 suite à son 
oxydation par le ferricyanure de potassium O~#e(CN)6. Fischer Sci., Montréal, 
QC). Cette manipulation vise deux buts: 1) s'assurer que notre échantillon est 
principalement composé de ferricytochrome c et 2) vérifier qu'il est dépourvu 
d'impuretés tensioactives de faible poids moléculaire. Comme les deux 
préparations ne présentent aucune différence dans leurs propriétés 
d'adsorption sur une monocouche de PC, le cyt c fut utilisé sans aucune 
purification supplémentaire. Pour les expériences de radioactivité de surface, 
la protéine fut méthylée au 14C. Cette procédure est décrite en détail à la 
Section 2.1.2.1. 
La plastocyanine et la stellacyanine nous furent gracieusement fournies 
par le Dr. A. English de l'Université Concordia (Montréal). Pour ces deux 
cupriprotéines, les échantillons nous étaient fournis à la concentration requise 
(~ 1 mg mL -1). Les rapports de pureté spectroscopique AZ801 A604 mesurés 
pour la stellacyanine et la plastocyanine étaient respectivement de 6,0 et 1,5. 
Comme les échantillons qui nous ont été fournis étaient déjà en solution, ils 
furent utilisés dans un maximum de trois jours suivant leur préparation. Cette 
mesure vise à minimiser la dégradation des protéines. 
Le cyt f , provenant du navet, fut utilisé tel que fourni par Sigma Chem. 
Co. (St. Louis, MO). Il fut montré par Willey et coll. (1984) que cet échantillon 
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est constitué de cyt f dont une section, possiblement transmembranaire, de 21 
acides aminés est clivée lors de l'extraction de la protéine. Le cytochrome f est 
reconnu posséder les caractéristiques d'une protéine globulaire pour une 
fraction importante de son organisation. Ce n'est qu'une section suffisante de 
21 acides aminés qui formerait un segment d'hélice-a transme mbranaire, 
ancrant la protéine à la membrane. Ce court segment transmembranaire ainsi 
que 15 résidus de l'extrémité C-terminale seraient perdus lors de la 
préparation. Pour notre besoin, cette constatation comporte un avantage et un 
désavantage. L'avantage réside dans le fait que le système expérimental utilisé 
est conçu principalement pour étudier les associations entre une protéine 
soluble et une monocouche insoluble; les protéines qui possèdent un caractère 
hydrophobe marqué ont une forte tendance à s'adsorber à l'interface air-eau. 
Lorsque les protéines hydrophobes sont étudiées avec la technique des 
monocouches, il est pratiquement impossible de faire 1.a distinction entre 
l'adsorption de celles-ci à l'interface air-eau et leur interaction avec la 
monocouche lipidique. Comme le cyt f composant notre échantillon est 
dépourvu de sa portion fortement non-polaire, cette protéine devient un 
candidat plus intéressant pour une étude en monocouche. Cependant, comme 
le cyt f ne présente pas la totalité de la séquence de sa forme native, nos 
conclusions perdront un peu de poidS lorsque l'incidence biologique de 
l'interaction entre les deux composés sera abordée. Quoiqu'il en soit, nous 
croyons que ce système constitue une excellente amorce à la compréhension, à 
l'aide d'un système modèle, de la nature des interactions chlorophylle-
protéine. 
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2.1.2.1 Méthylation du cytochrome c. Le [1.fC) cytochrome c fut 
utilisé afin de déterminer la concentration interfaciale de la protéine (r) par la 
mesure de la radioactivité de surface. Le cytochrome c marqué fut préparé par 
méthylation de la protéine native selon la méthode modifiée de jentoft et 
Dearborn (1979) rapportée par Phillips et Krebs (1986). Dans une expérience 
typique: 6,0 mLde tampon phosphate O,OSM de pH=7,S et contenant 12 mg de 
cytochrome c; 0,8 mM de [1.fClformaldéhyde (S2,S mCi mmol- l , NEN Products, 
Lachine, QC) et 8 mM de cyanoborohydrure de sodium (Sigma Chem. Co., St. 
Louis, MO) furent incubés à la température de la pièce durant 18 heures. 
Après oxydation du cytochrome c au ferricyanure de potassium, les réactifs 
excédentaires furent éliminés en dialysant l'échantillon deux fois contre 250 
mLde tampon et en le filtrant ensuite sur un gel de Séphadex G-2S (Pharmacia 
Biotechnology Products, Dorval, QC). La concentration finale de la protéine fut 
déterminée selon la méthode de Bradford (1976) et son activité spécifique par 
scintillation en utilisant le [l~) acide octadécanoïque (S9 mCi mmol-1) comme 
référence. Une activité spécifique de 3,4 p.Ci mg-1 fut déterminée pour le [14(:) 
cytochrome c. La protéine marquée fut utilisée dans les trois jours suivant sa 
préparation. 
2.1.3 Pureté des lipides. de la chlorophylle a et de l'acide octadécanoïque. 
Comme il fut mentionné, la pureté des composés utilisés dans les études en 
monocouche est cruciale. Lorsque nous désirons caractériser une molécule 
étalée à l'interface air-eau, il est de première nécessité de s'assurer que cette 
molécule seule constitue le film et qu'aucune impureté ne provient de la sous-
phase, de l'air ou de l'échantillon lui-même. Nous venons tout juste d'énumérer 
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les précautions prises afin de nous assurer qu'aucune contamination ne 
provient de la sous-phase. Quelles précautions furent prises afin de nous 
assurer de la pureté des échantillons qui constituent les films 
mono moléculaires ? 
Les méthodes chromatographiques sont toutes indiquées afin de vérifier 
la présence d'impuretés dans un échantillon. La technique la plus simple et la 
plus rapide permettant de vérifier la pureté d'un échantillon lipidique est sans 
conteste la chromatographie en couche mince (CCM). Pour la PC bovine (Milton 
Roy Ind., Rexdale, ON), la PC(l8: 1) (P.L. Biochemicals, Milwaukee, WI) et le [1-
l~J acide octadécanoïque ( 59,0 mCi mmol-1, NEN Products, Lachine, QC), la 
pureté des échantillons fut vérifiée en effectuant une chromatographie en 
couche mince sur des plaques de gel de silice (250 p.m, Analtech. Inc., Newark, 
DE) préalablement nettoyées selon la méthode rapportée par Guay (1986). Le 
solvant de migration utilisé est un mélange chloroforme: méthanol: eau 
(65:25:4, v:v:v). Une fois la migration complétée, la plaque fut révélée en 
vaporisant une solution d'acide sulfurique à S, v/v (Anachemia, Lachine, QC). 
Cette méthode offre l'avantage d'être non-sélective et de permettre la 
révélation de tous les constituants. Dans le cas de la PC bovine et de l'acide 
octadécanoïque, il fut trouvé que l'échantillon était pur. Dans le cas de la 
PC( 18: 1), un contaminant mineur de mobilité supérieure fut mis en évidence. 
Ce contaminant compose moins de l' de l'échantillon. 
L'extraction et la purification de la chlorophylle A demande beaucoup de 
soin et d'expérience. C'est pourquoi la chlorophylle A utilisée au cours de ce 
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travail nous fut fournie par G. Munger. Pour ce faire, une adaptation des 
méthodes d'Iriyama et coll. (1979), d'Omata et coll. (1980) et de Shiraki et coll. 
(1978) fut utilisée. La chlorophylle ~ est un composé extrêmement sensible à 
différents facteurs tels la lumière et l'oxygène. Pour ces raisons, certaines 
précautions furent prises. En tout temps: 1) l'échantillon solubilisé fut conservé 
sous atmosphère d'argon dans un vial hermétiquement fermé; 2) suite à la 
préparation de la solution, la pureté de l'échantillon fut immédiatement 
vérifiée par chromatographie en couche mince en utilisant un mélange 
hexane:acétone (7:3, v:v) comme solvant de migration; 3) l'échantillon fut 
remisé à la noirceur et les expériences furent menées sous éclairage vert 
tamisé; 4) l'échantillon solubilisé ne fut jamais utilisé dans des délais 
supérieurs à trois jours suivant sa préparation. Suite à la migration 
chromatographique, aucune révélation ne fut faite puisque la chlorophylle ! et 
les composés analogues possèdent une forte coloration. La chi a fraîchement 
extraite présente trois taches; deux de celles-ci sont attribuables à la ch! a et à 
la chI a', la dernière à la phé a. Lorsque la proportion de chi a' et/ou de phé a 
était trop importante, une purification supplémentaire de l'échantillon était 
accomplie jusqu'à ce que la chI a constitue plus de 95~ de l'échantillon. 
La phéophytine ! (phé a) fut préparée dans nos laboratoires à partir de 
chl a. La phéophytinisation de la chl a fut accomplie selon la méthode de 
Perkins et Roberts (1962). La CCM nous révèle que la phé a est le seul 
constituant présent suite à la transformation. 
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Même si la chromatographie en couche mince présente une bonne 
sensibilité à la détection d'impuretés dans nos échantillons, nous avons voulu 
nous assurer, dans le cas de la PC bovine, la PC(18: 1) et de l'acide 
octadécanoïque, de la pureté absolue de ces échantillons. La chromatographie 
en phase gazeuse permet une identification précise de la nature des chaînes 
hydrocarbonées composant l'échantillon. L'analyse des chaînes hydrocarbonées 
fut faite après transméthylation de l'échantillon. La procédure suivie fut déjà 
rapportée par Salesse et coll. (1983). Le chromatographe (modèle 3700, Varian 
Canada) fut programmé de la façon suivante: condition isotherme de la colonne 
à 170 oC durant 2 min. suivie d'un réchauffement linéaire jusqu'à 235 oC à 
raison de 3 oC min.- l. La PC( 18: 1) est constituée à 98,3 ~ de chaînes 
aliphatiques de 18 carbones comportant une insaturation (CI8:!l; les 
principaux conta minants sont le C18:0 (O,4~), le C18:2 (O,l~) et le C18:3 (O,9~). 
La pureté de cet échantillon fut jugée suffisante. Le [1-1"C1 acide 
octadécanoïque comporte 97,3~ de CI8:0; les principaux contaminants sont le 
C16:0 (0,4~), le C16:1 (2,0~) et le C18:3 (0, 1 ~). Comme les isothermes de pression 
de surface sont avantageusement comparables avec celles rapportées dans la 
littérature (Abraham et coll. (1981); Hifeda et Rayfield (1985)), que le produit 
n'est disponible qu'en très faible quantité, qu'une purification de ce dernier 
entraînerait une incertitude concernant l'activité spécifique de l'échantillon et 
que nous devons précisément connaître cette valeur, nous avons utilisé 
l'échantillon tel que fourni par le fabriquant. 
La composition en chaînes grasses de la PC bovine fut également déterminée 
par chromatographie en phase gazeuse. Dans ce cas, la température de 
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l'injecteur fut fixée à 200 ·C, celle du détecteur à 300 ·c et la colonne fut 
opérée de façon isotherme à une température de 200 ·C. A notre connaissance, 
cette analyse n'a jamais été rapportée dans la littérature, Par contre, la 
composition en chaînes aliphatiques de la PC extraite du jaune d'oeuf a été 
établie par au moins trois auteurs (Singleton et coll. (196S); Fukuzawa et coll. 
(l979); Bellemare (l986)}. Pour fin de comparaison, nous présentons à la 
Table 2 le contenu en chaînes grasses de la PC d'oeuf et de la PC bovine. 
L'incertitude incluse dans nos résultats représente l'écart maximal par rapport 
à la valeur moyenne déterminée pour quatre chromatogrammes réalisés à 
partir de trois solutions différentes. 
Tableau 2 
Analyse par chromatographie en phase gazeuse de la composition en 
chaînes grasses de la phosphatidylcholine extraite de la cervelle de boeuf. Pour 
fin de comparaison, nous présentons également les compositions établies pour 
1 h h·d 1 h lin d · d' r a p OSP atl1yJC 0 e eItratte uJaune oeu. 
1 dentification Symbole 
Acide 













(1) Singleton et coU. (196') 
(2) Fukuzava et coU. (1979) 
(3) Bellemare (1986) 
PC bovine PC oeuf PC oeuf 
(ce travail) (1) (2) 
0,8 ± 0,2 - -
36,5±0,3 33,7 38,9 
3,8± 0.1 3.1 1.3 
10.3 ± 0,3 9.2 10,8 
39,7± O." 32.9 33." 
0.6 ± 0.1 17.0 13.4 
2,3:!: 0.1 - -
0," t 0.1 - -
2,0 ± 0.1 - 2,2 
0.6t 0.1 - -
O.4t 0.1 - -
0.6:!: 0.1 - -

















2.2 Purification du Nael pour son utilisation en monocouche 
Nous avons déjà souligné l'importance de la pureté des produits qui 
entrent dans la préparation de la sous-phase. Dans le cas où les interactions 
électrostatiques sont soupçonnées être d'importance, il est de grand intérêt 
d'étudier l'influence de la force ionique de la sous-phase sur l'association 
lipide-protéine. Dans le cas de l'association du cyt c à une monocouche de 
phosphatidyléthanolamine, il fut montré par Quinn et Dawson (1969a) qu'en 
présence de NaC! à une concentration de 1 M, il est possible à forte pression de 
surface de renverser l'adsorption de la protéine sur la monocouche. Une telle 
concentration de NaC! rend nécessaire l'emploi d'un produit totalement exempt 
d'impuretés tensioactives, sinon l'effet mesuré peut bien être un artefact. En 
tentant de mener ce genre d'expériences, deux observations expérimentales 
nous ont suggéré que le NaC! doit être purifié avant son utilisation en 
monocouches. Premièrement, il fut constaté qu'une adsorption continuelle 
d'agents tensioactifs se produisait alors que la sous-phase contenait de fortes 
concentrations de NaC! non-purifié. Indirectement, ce phénomène se traduisait 
par un décalage des isothermes ll-o du lipide pur; ce décalage était croissant 
avec l'augmentation de la force ionique de la sous-phase. Deuxièmement, la 
reproductibilité des isothermes obtenues à grande force ionique était de 
beaucoup inférieure à celle atteinte en absence de sel. Puisque la 
reproductibilité des isothermes de pression de surface est assujettie à trop de 
paramètres divers, il fut résolu à ce moment de trouver une méthode 
comparative nous permettant d'établir simplement et directement la pureté 
du sel. 
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Il est connu que l'accroissement de la concentration ionique d'une 
solution aqueuse conduit à une augmentation de sa tension de surface (y). La 
valeur de y de solutions aqueuses de NaO est déjà connue (CRC Handbook of 
Chemistry and Physics (1982-83)). Donc,en confrontant les valeurs que nous 
mesurons avec les valeurs de la littérature , nous détenons un moyen direct de 
vérifier la pureté du NaCl. La Fig. 7 A présente les valeurs de y mesurées à 
l'aide d'un tensiomètre fonctionnant selon le principe de l'anneau de Du Noüy 
(modèle 20, Fischer SeL, Montréal, QC) pour des concentrations croissantes de 
NaCl. La figure présente également les valeurs rapportées dans la littérature. 
Il est à noter qu'à 20 ·C, la solubilité du NaO dans l'eau est de 36 g~(p/v). Il 
est facile de conclure à la lueur de ce résultat que le NaO fourni 
commercialement n'est pas de pureté suffisante afin d'être utilisé en 
monocouche sans subir une purification préalable. 
En consultant la littérature, il est possible de noter que plusieurs auteurs 
ont déjà été confrontés à ce problème. Quelques méthodes de purification ont 
été élaborées: rôtissage à 6S0 ·C (MacRitchie (1985» et précipitation d'une 
solution saturée par circulation de HO(g) (Betts et Pethica (1956». Nous avons 
testé trois méthodes différentes: 1) le rinçage avec une combinaison de 
solvants organiques; 2) la précipitation au HO(g) et 3) l'extraction multiple au 
chloroforme. 
2.2.1 Le rincage aux solvants organiques. Cette technique consiste à faire 
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Figure 7. Vérification de ta pureté du NaCl par mesure de la tension superficielle en 
fonction de la concentration en NaCl. A) Confrontation des valeurs rapportées dans le 
"CRe Haadbook of Chemistry and Physics". et des valeurs mesurées pour le NaCl non-
purifié et le NaCl purifié par enra.ction au chloroforme. B) Comparaison des résultats 
obtenus pour les trois méthodes de purification décrites dans le telte. Ces mesures furent 
faites à 20.0:!: O., 'C a.vec un tensiomètre Fischer (modèle 20)" 
dans un entonnoir contenant une certaine quantité de NaCl solide. Lors d'une 
purification, cinq rinçages de 100 mL étaient effectués dans un entonnoir à 
fond de verre fritté contenant SO g de NaCl. Plusieurs solvants, ou 
combinaisons de solvants, furent utilisés. Dans tous les cas, des solvants de 
qualité chromatographique (Anachemia, Lachine, QC) étaient distillés sur une 
S3 
colonne Vigreux de 60 cm avant leur utilisation. Le meilleur résultat fut 
obtenu en utilisant successivement le méthanol, l'acétone et le benzène. Lors 
de chaque changement de solvant, le solide est asséché en le plaçant 30 
minutes dans une étuve chauffée à 100 ·C. 
2.2.2 La précipitation au HC1(gl. Une représentation schématique du 
montage expérimental utilisé afin d'effectuer la purification par précipitation 
au HC1(g) est donnée à la Fig. 8. Cette méthode consiste à faire précipiter une 
solution aqueuse saturée de NaCl en y faisant barboter du HC1 gazeux. La 
Neutral1 sat 1 on ou évacuati on 
du HCl(g) excédentaire 
Solution saturée de NaCl 
Séchage du solide à 700°C 
Figure 8. Représentation schématique du montage et des étapes de la purification du 
NaCl par précipitation au HC1(g). 
sursaturation en ions chlorure provoque une précipitation du NaCl. Suite à la 
précipitation, il est nécessaire d'éliminer la solution d'acide chlorhydrique 
concentré qui imbibe le précipité. Pour ce faire, le solide est placé 30 minutes 
dans un four chauffé à 6S0 ·C. Comparativement à la méthode du rinçage, 
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cette méthode offre l'avantage de pouvoir. le cas échéant, éliminer les 
impuretés présentes dans la structure cristalline du solide. Cependant. l'étape 
d'assèchement enlève beaucoup d'attrait à cette méthode puisque le montage 
requis afin d'éliminer les vapeurs toxiques et réactives de HCI est très 
complexe. De plus. cette étape comporte le risque de permettre une 
contamination du solide purifié par les produits résultants de l'attaque du 
contenant et des parois du four par les vapeurs d'acide chlorhydrique. 
2.2.3 L'extraction au chloroforme. Cette méthode est une simple 
adaptation de la méthode de partitionnement utilisée en chimie organique afin 
de séparer des produits en utilisant la solubilité dans divers solvants comme 
principe actif. Pour ce faire. une solution de Naa quasi-saturée(32-36 gl. plv) 
est préparée en utilisant de l'eau filtrée et distillée. Une fois cette solution 
versée dans une ampoule à décanter. un volume de chloroforme distillé est 
ajouté pour chaque trois volumes de solution saline. Après agitation et 
séparation des phases liquides. la phase inférieure (CHC13) est éliminée. Lors 
de l'élution. l'interface entre la phase aqueuse et la phase chloroformique est 
graduellement réduite à cause de la forme conique de l'ampoule. Il est notable 
qu'à la toute fin de l'élution. alors que la surface solution saline/chloroforme 
est minimale. un film opaque visqueux apparaît à l'interface lorsque le sel est 
contaminé. Il est important de s'assurer que ce film est éliminé avec la phase 
chloroformique lors de l'élution. Afin de s'assurer de l'absence d'impuretés. 
l'extraction est réamorcée jusqu'à ce que l'absence du film interfacial de 
contaminants soit observée trois fois consécutives. Alors. l'azéotrope CHC13:H20 
(point d'ébullition: 56.1 ·C) est éliminé en faisant bouillir la solution jusqu'à ce 
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que son point d'ébullition soit supérieur à 100 ·C. La solution refroidie est 
conservée dans un récipient propre et fermé ·. La solution tamponnée est 
préparée en ajoutant la quantité requise de la solution saline concentrée au 
tampon. La concentration de la solution saline est déterminée en mesurant son 
indice de réfraction et en se rapportant aux valeurs de référence (CRC 
Handbook of Chemistry and Physics (1983-84)). 
2.2.4 Confrontation des méthodes de purification du NaCl. La Fig. 78 
présente les courbes y-concentration de NaCI obtenues pour des solutions de 
NaCl ayant été purifiées 1) par rinçages successifs avec le méthanol, l'acétone 
et le benzène; 2) par simple et double précipitation au HCl(g) et 3) par 
extractions multiples au chloroforme. Nous pouvons constater qu'un écart non-
négligeable existe entre nos valeurs et les valeurs de référence. En fait cette 
différence origine de la valeur absolue obtenue pour l'eau pure; nous obtenons 
71,4 t 0,4 dynes cm-1 alors que la valeur de référence est de 72,8 dynes cm-1 
à 20·C. Cette différence peut être la cause de l'utilisation de méthodes de 
mesure différentes (Pallas et Pethica (1983)). Malheureusement, la méthode 
de mesure utilisée pour déterminer la valeur de y rapportée dans le "CRC 
Handbook" n'est pas citée. Il ressort de ces résultats que les trois méthodes de 
purification sont équivalentes et que le fait de répéter la précipitation au HCI 
n'accroît pas significativement la qualité du produit. La méthode de rinçage 
aux solvants organiques, quoiqu'elle est simple, ne permet qu'une élimination 
superficielle des impuretés. La méthode de la précipitation au HCI(g), 
quoiqu'elle permette une purification complète, demande l'utilisation d'un 
montage complexe et l'étape d'assèchement du solide n'est pas totalement 
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exempte de contamination. En plus, à cause de sa grande réactivité chimique, 
le HQ(g) commercialement disponible n'est pas toujours de qualité suffisante. 
Puisque la méthode de l'extraction au chloroforme présente tous les avantages, 
c'est-à-dire simplicité, rapidité et efficacité, elle fut choisie afin de purifier le 
Naa. 
2.3 La technique des monocouches 
L'organisation de certaines substances à la surface de l'eau est connue 
depuis la nuit des temps. Lors de fortes tempêtes, les pêcheurs répandaient 
des huiles autour des bateaux afin d'amoindrir J'effet des vagues (Gaines 
( 1983). Dans notre monde de connaissances, nous préférons parler des 
propriétés d'amortissement des vagues que possèdent les films minces. C'est 
Irving Langmuir qui a donné naissance à la science quantitative ayant pour 
but de décrire le comportement de certains types de molécules aux interfaces. 
Depuis le début du siècle, un nombre impressionnant de travaux rapportent 
l'étude du comportement interfacial de molécules diverses. Pour ne donner 
qu'une vague idée de l'apport considérable des connaissances qui découlent 
des travaux de Langmuir, nous référons le lecteur aux recueils des 
pUblications de cet auteur (Suits et Way (t 961)); non moins de trois volumes 
traitent des propriétés de surface d'un grand nombre de molécules. Toutes ces 
molécules comportent une duplicité en présentant à la fois un caractère polaire 
et un caractère apolaire qui peuvent, ou non, être bien définis dans l'espace. 
L'appellation amphiphile réfère à des molécules qui présentent ce caractère 
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ambivalent. Une fois ces molécules étalées à l'interface air-eau, il est possible 
de les caractériser en mesurant les propriétés mécaniques (pression de 
surface), électriques (potentiel de surface) et optiques (ellipsométrie, 
absorption et fluorescence). De plus, lorsque ces molécules sont marquées avec 
un isotope radioactif, la radioactivité de surface fournit de précieuses 
informations concernant la densité interraciale des molécules déposées à 
l'interface ou incorporées dans les monocouches depuis la sous-phase. 
2.3.1 Généralités relatives à la technique. La technique des monocouches 
consiste à organiser à une interface un film dont l'épaisseur est inférieure ou 
égale à la longueur de la molécule choisie. Afin de caractériser les propriétéS 
physiques de tels films, nous mesurons, une fois le film constitué, certaines 
propriétés mécaniques, électriques et optiques du film soumis à une 
compression. Comme la température est maintenue constante en cours de 
compression, la dénomination isotherme sera attribuée à ce type de résultat. 
Comme nous venons de le mentionner, les paramètres physiques sont mesurés 
pour divers états de compression du film. La façon la plus commode de 
quantifier l'état de compression du film sera d'exprimer l'aire moléculaire (0) 
où: 
0= !/N (2.1 ) 
lorsque l est la surface totale disponible à la surface du bassin et N est le 
nombre total de molécules qui a été déposé. Lorsque l est exprimé en cm2 et 
que N représente le nombre de molécules multiplié parl0-l6, alors 0, l'aire 
moléculaire obtenue par densimétrie, possède des unités de A2 molécule-l . 
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Pour faire référence à une analogie simple, ce paramètre est le pendant bi-
dimensionnel du libre parcours moyen mesuré pour les molécules d'un gaz. 
Comme nous le verrons subséquemment, ce concept fondamental d'aire 
moléculaire peut, dans certaines conditions particulières, donner un mauvais 
reflet de la réalité (référer à l'Annexe A). 
Le montage expérimental servant à mesurer les isothermes fl-o, li V -0 et 
r-a est illustré à la Fig. 9, Comme ce montage a déjà fait l'objet de nombreuses 
thèses et ouvrages (Guay (1986); Ducharme (1987); Salesse (1987) et Gaines 
(1966); Adamson (1967», nous limiterons notre discours à une description 
sommaire des particularités de notre montage. Le bassin est fait d'aluminium 
et recouvert de Teflon autoadhésif (Fluorocarbon Dielectrix Division, Lockport, 
NY). Comme le bassin est recouvert d'un matériel hydrophobe, il est possible 
de le remplir de telle sorte qu'un ménisque excède le rebord supérieur du 
bain. La surface aqueuse est séparée en deuI compartiments par le flotteur de 
mica (1) (12,6 1 0,6 cm). L'étanchéité des deuI compartiments est assurée en 
reliant le flotteur aUI parois du bain par de minces feuilles de Teflon (2) 
(0,0075 x 1,25 1 5 cm). Le compartiment à l'arrière du flotteur est en tout 
temps constitué d'une interface air-eau dépourvue de matériel tensioactif; 
c'est le compartiment de référence (3). C'est dans le compartiment compris 
entre le flotteur et la barrière mobile que nous étalerons les molécules. Nous 
dénommons cette surface le compartiment de travail (4). En déplaçant la 
barrière mobile (5). la surface disponible pour les molécules étalées dans le 
compartiment de travail est réduite. Comme dans certains cas, des protéines 
solubles furent injectées dans la sous-phase, nous nous sommes assurés 
Figure 9. Représentation schématique du bassin de Langmuir servant à mesurer les isothermes n-o, 




qu'elles ne pouvaient atteindre le compartiment de référence en fixant sous le 
flotteur une cloison (6) s'étalant depuis le fond du bain jusqu'à 2 mm sous le 
niveau normal de l'eau. Cette cloison est faite en aluminium recouvert de 
Teflon. La balance de force de Langmuir (7) permet de mesurer la pression de 
surface exercée par le film durant la compression. En plus, le potentiel 
électrique de l'interface est mesuré à l'aide de l'électrode de potentiel de 
surface (8) et la concentration interfaciale de molécules marquées à l'aide du 
détecteur de radioactivité (9). Un système de prismes (t0) est utilisé afin 
d'activer l'incorporation de la protéine et d'homogénéiser le contenu de la 
sous-phase. Le détail de ces systèmes est donné dans les sections suivantes. 
Pour l'ensemble des expériences rapportées dans cette étude, trois 
bassins furent utilisés. Le premier bassin possède une dimension de 32 x 14,7 
x 1,0 .cm et la position zéro du flotteur est à 4,5 cm du bord du bassin. Le 
second bassin possède la même dimension que le premier sauf pour la 
profondeur; un double fond ajouté au bassin réduit la profondeur à 0,5 cm. Ce 
système vise à réduire la quantité de protéine devant être injectée de moitié 
tout en conservant la même surface. Le second bassin fut utilisé pour les 
systèmes chI a-stellacyanine et chI a-plastocyanine et chI a-cytochrome f. Le 
troisième bassin est le système que nous avons mis au point afin de mesurer 
la pression, le potentiel et la radioactivité de surface. Comme les détecteurs de 
potentiel et de radioactivité de surface occupent une portion importante de la 
surface, il est impossible d'approcher la barrière mobile à moins de 12 cm du 
flotteur. Afin d'obtenir des isothermes complets commençant à pression de 
surface nulle et présentant, en fin de compression, le collapse, nous avons dû 
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allonger le bassin. La dimension de ce dernier est de 50 x 14,7 x 1,0 cm. En 
incluant le système de prismes, ces bassins ont respectivement des volumes de 
350, 180 et 600 mL. 
2.3.2 La déposition des films mono moléculaires. Les films d'acide 
octadécanoïque, de PC (18:1), de PC bovine, de ch! a et de phé a sont déposés à 
partir de solution de benzène. Le solvant d'étalement est préalablement 
distillé. Dans tous ces cas, le benzène est indiqué comme solvant d'étalement 
puisqu'il solubilise bien ces molécules, s'étale, s'évapore rapidement et est très 
peu miscible dans l'eau. 
Dans le cas des films de cytochrome c, trois méthodes d'étalement sont 
utilisées. La première consiste à déposer quantitativement des cristaux à 
l'interface air-eau. La quantité de protéine déposée est déterminée par la 
différence de masse d'un cupule à partir duquel les cristaux sont délicatement 
déposés à l'interface air-eau. La seconde méthode consiste à étaler 
quantitativement une solution éthanol:eau (2:1, v:v) de cytochrome c. La 
solution est préparée en solubilisant d'abord le cyt c dans l'eau et en ajoutant 
ensuite l'éthanol. Les isothermes obtenues par cette méthode sont les plus 
reproductibles qui furent obtenues (t7~). La dernière méthode consiste à 
injecter le cyt c dans la sous-phase et attendre 30 minutes qu'une certaine 
quantité de protéine ait atteint l'interface. Comme il est impossible de 
déterminer la quantité de protéine adsorbée à l'interface, les isothermes 
obtenues par cette méthode ne sont pas quantitatifs. 
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2.3.3 La pression de surface. La notion de pression de surface réfère au 
changement d'énergie libre par unité de surface produit par l'organisation 
d'une couche moléculaire à cette interface. Par définition, la pression de 
surface (II) à l'interface air-eau est donnée par la relation: 
II=1b-'Y (2.2) 
où lb est la tension superficielle de l'eau pure et l est la tension de surface 
mesurée lorsque l'eau est recouverte d'un film tensioactif présent dans un état 
de compression donné. Une des caractéristiques importantes des molécules 
amphiphiles est l'organisation qu'elles adoptent à l'interface air-eau. Pour la 
majorité des lipides, les portions hydrophile et hydrophobe sont bien 
distinctes. Dans ce cas, le bilan des forces attractives et répulsives favorisent 
une organisation telle que les interactions entre la tête polaire et la sous-phase 
soient maximisées; à cause de leur faible affinité pour l'eau, les chaînes 
hydrocarbonées s'associent en formant une phase excluant l'eau. L'organisation 
des molécules présentes dans un état de compression donné sera déterminée 
par une fine balance de ces deux forces antagonistes. Lorsque nous soumettons 
un film lipidique à une compression, un travail doit être fourni afin de 
diminuer l'espace moléculaire moyen. La représentation graphique de ce 
travail, exprimé en fonction de l'aire moléculaire moyen tel que défini à l'Eq. 
2.1 est appelée isotherme de pression de surface (II}-aire moléculaire (0). Ce 
type de résultat constitue l'essentiel de ce travail. 
2.3.3.1 La mesure de la pression de surface. La Figure 10 donne une 
représentation simplifiée des caractéristiques de la balance de Langmuir 
sducteur de balancier tran 
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Figure 10. Représentation schématique de la balance de Langmuir servant à mesurer 
la pression de surface. Sont indiquées sur cette figure les dimensions de la balance 
utilisée dans cette étude. 
utilisée dans cette étude. Une des extrémités du balancier présente un plateau 
pouvant porter des poids étalonnés, permettant la calibration de la balance. 
L'autre extrémité est couplée à un transducteur linéaire de déplacement 
(modèle 7 DCDT-050, Hewlett-Packard). Le transducteur permet de mesurer 
l'amplitude du déplacement de la balance sous l'action d'une force. Pour les 
faibles déflexions de la balance,le signal, mesuré aux bornes du transducteur 
à l'aide d'un multimètre, présente une relation linéaire avec la force appliquée. 
Il fut vérifié que les mesures de n sont prises dans cette région de linéarité. La 
force de rappel du fil de torsion fut choisie afin que la tension mesurée à la 
pression de collapse des différentes molécules étudiées soit moindre que la 
tension mesurée à la limite maximale de linéarité de la balance. 
La sensibilité (5) de la balance fut calculé selon la relation: 





00 m est la pente de la courbe de calibration obtenue en mesurant la tension 
développée aUI bornes du transducteur alors que diverses masses sont 
déposées sur le plateau de calibration; g est l'accélération gravitationnelle (9,8 
m sec-2); Lh et Lv sont les longueurs horizontale et verticale des bras du 
balancier alors que Le est la longueur effective du flotteur, i.e la longueur du 
flotteur + O,5( largeur du bain - longueur du flotteur). Lorsque m est exprimé 
en grammes Volt-l , g en mètre seconde-2, Lh, Lv et Le en m, alors S présente 
des unités de milliNewton m-l y-l. Pour les deUI premiers bassins, la 
sensibilité est de l'ordre de 12 mN m-Iy-l, alors qu'elle est de l'ordre de 42 
mN m-1y-1 pour le bassin utilisé afin de faire les mesures de radioactivité. 
2.3.4 Le potentiel de surface. Si nous nous placons de part et d'autres de 
l'interface, il est possible de mesurer une djfférence de potentiel électrique 
caractéristique de cette interface. Lorsque nous déposons une couche 
monomoléculaire, le potentiel de l'interface est modjfié en raison de la 
présence d'une nouvelle espèce moléculaire et de la modjfication de 
l'orientation des molécules d'eau qui contribuent au potentiel de référence. 
Cette modification du potentiel de référence est causée par l'interaction entre 
les molécules d'eau présentes à l'interface et la portion polaire du film 
mono moléculaire. Dans le cas 00 deuI plaques parallèles conductrices portant 
65 
une densité de charge 0' sont séparées d'une distance d, la différence de 
potentiel Â V est exprimée par: 
ilV = 0' dl roD (2.4) 
où raD est la constante diélectrique absolue du milieu. Il est possible de 
simuler le comportement électrique de l'interface en conférant à notre 
système le comportement d'un condensateur plan. L'approximation majeure de 
ce modèle consiste à considérer que la séparation des charges provoquée par 
la présence d'un dipôle, de moment dipolaire effectif ji. simule adéquatement 
le condensateur parallèle plan. Cette situation est illustrée à la Fig. Il. S'il Y a 
n de ces molécules par cm2, alors o'd= ned= n ji, e étant la charge électronique 
et ji le moment dipolaire effectif. Lorsqu'exprimée en fonction de ji, l'équation 
2.4 devient: 
(2.5) 
où 0 est l'aire occupée par chaque molécule et 111 est la projection de 
l'amplitude du moment dipolaire sur un aIe perpendiculaire au plan de 
l'interface. La permittivité du vide vaut 1, Il x 10-10 Coulombsl mètre-2 
(Hewton*4n)-I. Lorsque ÂV est exprimé en milliVolt et 0 en A2 molécule-l, 
alors 111 exprimé en C m (111(Ca» est donné par: 
p. = Il V O· • 10-23 [ V m 
2 
mOlécUle] • 1 Il 1 10-10 [ C
2 
]. D 
.1 (Ca) 4n V A2 ' H 2 
Dl Dl (2.6) 
66 
Comme 1 Debye est équivalent à 0,33 I 10-29 C m, il est possible de réécrire 
l'Eq. 2.6 en considérant l'approIimation couramment admise que D, la 
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Figure 11. Représentation schématique de l'équivalence entre l'arrangement d'une 
série de dipôles à l'interface air-eau et d'un condensateur plan portant une densité 
superficielle de charges. (J'. Les plaques sont séparées d'une distance d. 
Il est à noter que même si cette forme de l'eIpression est en accord avec les 
formes citées dans la littérature (Gaines (1966); Adamson (1967», les auteurs 
omettent de mentionner que des unités de C2 N-l m-2 sont sous-entendues 
dans l'expression 2.7. De plus, cette eIpression suppose que la permittivité du 
milieu séparant les centres de charges positif et négatif du dipôle est celle du 
vide. 
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2.3.4.1 La mesure du potentiel de surface. Les potentiels de surface 
sont mesurés selon la méthode de l'ionisation (Gaines (1966)). Pour ce faire, 
une électrode radioactive de 2.flAm (Nuclear Radiation Development, Grand 
Island, NY) est placée à une distance pouvant varier entre deux et trois 
millimètres de la surface aqueuse. Par ionisation de l'air, l'électrode permet 
d'établir le contact électrique entre l'air et la sous-phase. L'électrode 
radioactive et une électrode de référence baignant dans le compartiment de 
référence sont branchées à l'entrée d'un électromètre (modèle 615, Keithley 
Instruments) afin de mesurer le potentiel qui existe entre celles-ci. 
Avant toute expérience, une fois le bain nettoyé, l'électrode est 
positionnée au-dessus de la surface et, après avoir laissé le temps au système 
de se stabiliser, le potentiel de référence (Vo) est mesuré. Il fut vérifié que 
cette valeur est stable dans le temps. Pour ce faire, l'électrode fut laissée au-
dessus de la surface propre durant une heure. Lorsque les conditions 
expérimentales sont excellentes (voir ci-après) , le potentiel de surface ne 
varie pas de plus de t5 mV. Lorsque le potentiel de référence est stable, le 
matériel est déposé à l'interface et les potentiels sont mesurés pour divers 
états de compression du film. Le potentiel de surface (àV) est défini comme 
étant la différence entre le potentiel mesuré pour le film comprimé dans un 
état donné et le potentiel de référence (V 0). 
Il est important de s'assurer de la stabilité du potentiel de référence. Si la 
valeur de Vo dérive de façon significative durant le déroulement de 
l'expérience, les potentiels de surfaces mesurés se trouvent faussés. Nous 
68 
avons remarqué que lorsque l'électrode qui repose une nuit à l'air ambiant est 
positionnée au-dessus de la surface aqueuse nettoyée, le potentiel de 
référence peut varier de plus de 150 m V en 45 minutes. Cette dérive est 
énorme si l'on considère que certaines isothermes de potentiel de surface 
présentent une variation totale de A V de cet ordre. Il semble que l'hydratation 
de l'électrode est très importante puisque cette dérive n'est que de 20 mV 
lorsque, entre les expériences, l'électrode est remisée au-dessus d'une surface 
aqueuse. Pour cette raison, l'électrode est toujours conservée au-dessus d'un 
récipient d'eau et nous laissons le potentiel se stabiliser durant 30 minutes 
avant une expérience. 
2.3.5 La radioactivité de surface. La méthode de radioactivité de surface 
fut utilisée dans le passé afin de vérifier l'effet des solvants d'étalement sur 
l'état d'agrégation des monocouches (Cook et Ries (I956», l'adsorption d'ions 
et de protéines à l'interface air-eau et lipide-eau (Quinn et Dawson 
(1969a,b;1970); Graham et Phillips (1979a,b); MacRitchie et Ter-Minassian-
Saraga (1983». Deux principes de détection permettent d'obtenir la mesure 
directe de la radioactivité: le comptage par scintillation et l'ionisation de gaz. 
Le comptage par scintillation requiert la désactivation du rayonnement 
par interaction avec un milieu qui réé mettra une part importante de l'énergie 
absorbée par émission de photons. Le principal avantage de cette technique 
réside dans sa grande efficacité de détection. D'une part, le rayonnement émis 
dans toutes les directions contribue à la production du signal lumineux. D'autre 
part, il y a peu d'atténuation puisque le rayonnement est produit dans le 
69 
milieu même où est généré l'émission de la lumière. Pour les compteurs à 
scintillation, il est généralement possible d'obtenir des rendements de 
comptage compris entre 70 et 90~. Malheureusement, ce principe de mesure 
est peu adapté aux études effectuées à l'interface air-eau. La seule façon 
d'utiliser ce principe de détection est de transférer la monocouche sur une 
lame et de doser la radioactivité provenant de cette lame. Cette alternative 
nous apparaît inappropriée étant donné que la mesure est indirecte et qu'un 
certain doute peut subsister en ce qui concerne la conservation de l'intégrité 
structurelle lors de l'étape de transfert sur un support solide. 
Dans le cas des détecteurs à gaz, le rayonnement qui pénètre dans le 
détecteur provoque l'ionisation et l'excitation des molécules de gaz qui se 
trouvent sur son parcours. Une différence de potentiel suffisante, appliquée 
entre l'anode et la cathode, permet la séparation et la collection des charges 
créées lors de l'ionisation. L'amplitude des impulsions collectées aux bornes du 
tube est proportionnelle à l'énergie du rayonnement alors que la fréquence de 
ces impulsions est proportionnelle à l'activité de la source émettrice. Ce 
système, quoiqu 'il présente l'avantage de pouvoir être utilisé dans des 
conditions d'opérations très diverses, est cependant très peu efficace. La 
théorie limite le rendement de détection maximal à SO~ puisque la moitié du 
rayonnement est émise en direction opposée du détecteur et est absorbée par 
l'eau. L'efficacité de ces systèmes utilisés en monocouches varie de 10 à IS~ 
(Phillips et Krebs (1986); Quinn et Dawson (1970))· Comme ce système est le 
seul qui permet une mesure directe de la radioactivité interfaciale, c'est celui 
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qui fut choisi. La conception, la mise au point et la calibration du système de 
radioactivité de surface sont rapportées à la section 2.4. 
Lors de l'étude des isothermes de radioactivité-aire moléculaire de l'acide 
octadécanoïque, nous avons utilisé diverses surfaces actives de détecteur. Un 
porte-cache adapté à l'entrée du détecteur permet d'insérer des masques de 
diverses surfaces. Comme le pouvoir de pénétration du rayonnement 13- du 1<fC 
est faible (50 tLm pour At) , les caches furent simplement fabriqués dans une 
feuille de Formica de 1 mm d'épaisseur. Des surfaces actives de 1,0; 5,7 et 10 
cm2 furent utilisées. Lorsque la surface du détecteur est entièrement 
découverte, la surface active est de 25,5 cm2. 
2.3.6 L'ellipsométrie de surface. Dans le cas du système PC(18:1)-cyt c, 
l'ellipsométrie de surface fut utilisée comme méthode complémentaire. Dans ce 
cas, les mesures furent réalisées sur le systè me conçu et mis au point p~r 
Ducharme (1987). La lumière provient d'un laser He-Ne (À=632,8 nm) de Sm W 
et l'angle d'incidence ~ est de 60,00 t 0,05·. Dans le cas de ces mesures, vu la 
nécessité d'interrompre la compression lors de la mesure expérimentale, les 
isothermes obtenues sont discontinues. Lors de ces mesures, la même 
procédure d'incorporation des protéines que celle rapportée dans la section 
suivante fut utilisée. 
2.3.7 Incorporation de protéines dans les couches monomoléculaires. Le 
temps requis afin que l'adsorption d'une protéine atteigne un état d'équilibre 
apparent peut être significatif. A titre d'exemple, nous mentionnerons que 
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dans le cas de l'adsorption de la ~-caséine à l'interface air-eau, un temps de 24 
heures est requis afin que la concentration interfaciale atteigne un maximum 
(DeFeijter et coll. (1978)). L'adsorption, utilisée comme seul mécanisme 
d'incorporation,peut présenter un grand désavantage sur de longues périodes 
puisque la dénaturation des protéines est un processus effectif à faible 
pression de surface. Nous discuterons plus en détail de ce point 
subséquemment. Idéalement, l'adsorption et l'incorporation des protéines se 
doivent d'être aussi rapides que possible. L'agitation de la sous-phase permet 
d'activer l'arrivée des protéines à l'interface air-eau ou air-lipide. Nous avons 
utilisé le système d'agitation mécanique rapporté par Dervichian (1979). Ce 
système est composé d'un triple prisme occupant toute la largeur du bain. La 
hauteur du système fut choisie de telle sorte que les arêtes supérieures du 
prisme effleurent l'interface. Pour le système que nous avons utilisé, les arêtes 
sont positionnées 2 mm sous l'interface. En déplaçant ce système dans le b.ain, 
tout le contenu de la sous-phase est forcé de circuler près de la surface. Ce 
système permet donc d'homogénéiser la sous-phase suite à l'injection de la 
protéine et d'activer, le cas échéant, l'adsorption et l'incorporation de la 
protéine dans la monocouche. En mesurant les cinétiques d'adsorption Il V -t du 
cyt c , nous avons pu constater que dix agitations effectuées en moins de 
quinze minutes donnent le même résultat que les cinq heures requises afin 
d'atteindre le Il V d'équilibre. Ce résultat traduit la grande efficacité de cette 
méthode d'incorporation. 
La Fig. 12 présente la correspondance entre les étapes expérimentales et 
la présentation graphique des isothermes de pression de surface. La corres-
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Figure 12. Représentation schématique de 1& procédure expérimentale utilisée afin de 
préparer les films mixtes lipide-protéine ou chlorophylle-protéine et de la. 
correspondance a.vec l'isotherme pression(n)-a.ire(O'). La. correspondance est la. même 
pour les isothermes de potentiel de surface(6V)-O', de radioactivité de surface(r)-O' et 
d'e11ipsométrie de surface(8,6)-1J . 
pondance est la même pour les isothermes de potentiel et d'e11ipsométrie de 
surface. Suite au nettoyage de la surface aqueuse, la solution de lipide ou de 
chlorophylle ~ est déposée goutte-à-goutte ( 1). Après une attente de 15 
minutes permettant au solvant de déposition de s'évaporer, la monocouche est 
comprimée à une pression no (2). A ce point, la compression est stoppée et la 
quantité requise de protéine est injectée dans la sous-phase afin d'obtenir une 
concentration finale de protéine de 1-2 x 10-7 M (3). Cette concentration fut 
calculée en considérant une répartition homogène de la protéine dans le bain, 
exception faite du volume du compartiment de référence. Dans le cas des 
mesures de radioactivité et d'ellipsométrie, un volume équivalent variant 
entre un et deux mL est prélevé dans le compartiment de référence afin de 
ramener le niveau d'eau à son état original. Par la suite, le système d'agitation 
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effectue cinq aller-retour (4). Suite à l'agitation, le film mixte est décomprimé 
(5) et recomprimé (6) jusqu'au collapse. Dans certains cas, des cycles 
expansion-compression multiples sont opérés suite à l'injection de la protéine. 
Ces cycles sont toujours amorcés depuis une pression de référence qui est 
spécifiée dans le texte. 
Nous nous sommes assurés que l'entraînement du prisme, qui traverse la 
monocouche en son centre, n'a pas d'effet perturbateur sur les propriétés de 
surface de la chlorophylle ~ et des lipides utilisés. Cette vérification fut faite 
en comparant les isothermes Il-a et 6. V -(1 de ces molécules en effectuant toutes 
les opérations requises pour incorporer les protéines, sauf qu'une quantité 
équivalente de tampon fut injectée à la place de la solution protéique. Compte-
tenu de l'erreur expérimentale, les isothermes obtenues sont identiques. Nous 
croyons que cette procédure d'incorporation est bien adaptée lorsque des 
molécules présentant un caractère liquide expansé constituent la monocouche 
insoluble. Dans le cas de monocouches de type solide, une vérification plus 
extensive de l'effet de l'agitation demande à être faite. 
2.3.8 Mesure des spectres d'absorption et de fluorescence. Dans le cas où 
les systèmes chlorophylle ~ -protéine furent étudiés, nous avons mesuré les 
spectres d'absorption et de fluorescence de la chlorophylle ~. Pour ce faire, 
nous avons déposé ces films sur des lames de quartz selon la technique de 
Langmuir-Blodgett (Blodgett (1935)). Les lames utilisées furent 
minutieusement nettoyées dans une solution concentrée d'acide 
chromosulfurique (Fischer Sci. Co., Montréal, QC) pendant trois jours, 
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neutralisées dans une solution d'hydroxyde de sodium 0,0 IN et par la suite 
rincée cinq fois avec de l'eau filtrée et distillée. La propreté des lames fut 
vérifiée en s'assurant que le mouillage de la lame par une goutte d'eau est 
parfait. Dans le cas de la chI a pure et des systèmes chI a-protéine, les 
dépositions furent menées à une pression constante de 20 mN m- l . 
1 m médiate ment après la déposition, les lames furent transférées dans le 
porte-échantillon d'un spectromètre visible Cary 17D ou Perkin-Elmer 553. 
Durant toutes ces étapes, nous avons prévenu la photodégradation de la 
chlorophylle A en travaillant sous éclairage vert tamisé et en plaçant les lames 
dans des contenants opaques lors du transport. 
Dans certains cas, les spectres de fluorescence furent mesurés sur un 
spectrofluorimètre Spex-Fluorolog II. Les spectres d'excitation et d'émission 
furent corrigés selon la méthode rapportée par Picard et coU. (1986). 
2.4 La mesure de radioactivité de surface 
Le but de l'utilisation de la technique de radioactivité est de nous 
permettre de mesurer directement la concentration interfaciale d'une molécule 
pouvant former une monocouche ou bien d'une protéine pouvant se répartir 
entre la sous-phase et l'interface. Quoique le principe de fonctionnement d'un 
détecteur à gaz soit relativement simple, un certain nombre de paramètres 
expérimentaux demandent à être établis ou contrôlés. Dans un second temps, il 
est nécessaire de calibrer le système. 
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2.4.1 Généralités relatives à la technique. Nous avons précédemment présenté 
les raisons justifiant l'utilisation d'un détecteur à gaz pour la mesure de la 
radioactivité de surface. Un détecteur cylindrique à débit de gaz (Baird 
Nuclears) de S,l cm de diamètre est utilisé pour mesurer la radioactivité de 
surface. Une représentation synoptique du montage expérimental est donnée à 
la Fig. 13. Le tube est alimenté avec du gaz P-S (9S~ argon, S~ méthane, 
Matheson Canada) fourni à un débit régularisé de 91,7 % 7,0 mL min- l . 
L'influence du débit de gaz sur la sensibilité de détection sera abordé à la 
section 2.4.4. Une haute tension stabilisée, fournie par l'amplificateur, est 
appliquée aux bornes du détecteur. Les impulsions produites par les 
ionisations sont acheminées à un amplificateur (The Nucleus Inc., modèle 
S020, Oak Ridge, TN) après passage par un préamplificateur (ORTEC 142PC, 






Figure 13. Représentation synoptique du montage utilisé afi11 de mesurer la 
radioactivité de surface. Les détails de ce système sont donnés à la Section 2A. 
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est également fournie par l'amplificateur. La sortie de l'amplificateur est 
acheminée à un comparateur dont le seuil de discrimination est variable. La 
sortie analogue du comparateur est finalement branchée à l'entrée d'une carte 
d'acquisition Adalab incorporée dans un microordinateur Apple Ile. Un compte 
maximal de 216 coups peut être mesuré sur une période d'intégration variable. 
2.4.2 Effet de la tension sur la sensibilité. La tension appliquée aUI bornes 
du tube affecte grandement son rendement. La Fig. 14 présente la relation 
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Figure 14. Plateau de comptage établi pour des conditions constantes de distance et de 
débitde gaz. A 1700 V, te signal varie de ~%/100 V donnant une incertitude de la mesure 
de ±O,9~ pour une source de tension stabilisée è. ± O,1~ . Conditions expérimentales: 
Disque-source de 1'lC de 0,163 ... Ci positionné è. 1 cm du détecteur; débit de P-~ de 91.7 mL 
min- t ; discciminateur fixé è.0,14V. 
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Aux faibles tensions, l'intensité du champ électrique est suffisante afin de 
séparer un certain nombre d'ions, mais une part importante de ceux-ci ont le 
temps de se recombiner avant d'être séparés et collectés. Ce régime est 
dénommé régime de chambre d'ionisation En augmentant suffisamment la 
tension, nous arrivons à un point où la séparation des charges est très efficace. 
En plus, une fois séparés, les électrons migrant vers l'anode gagnent 
suffisamment d'énergie cinétique afin de produire à leur tour de nouvelles 
ionisations. Cette région présentera une augmentation linéaire de la sensibilité 
du détecteur avec une augmentation de la tension, d'où son appellation de 
zone de régime proportionnel. Le régime Geiger-MUe//er est effectif aux très 
hautes tensions et présente une invariance de la sensibilité lorsque la tension 
est accrue. Aux très hautes-tensions (supérieures à 2100 V), des artefacts 
causés par un chevauchement et une déformation des impulsions furent notés. 
Il est clair que notre système de détection doit posséder la meilleure 
sensibilité que possible. De plus, nous avons avantage à travailler à une 
tension où la sensibilité du détecteur sera peu affectée par des fluctuations de 
tension. Cependant, la tension ne doit pas être trop élevée afin d'éviter les 
problèmes de non-linéarité dus au chevauchement et à la déformation des 
impulsions. Pour ces raisons, nous avons choisi d'opérer le tube à la limite du 
régime proportionnel, à une tension de 1700 V. A cette tension, l'incertitude 
de la calibration causée par les variations de tension est de %0,9~. 
2.4.3 Effet de la distance sur la sensibilité. Il est aisé de concevoir que 
plus le détecteur sera éloigné de la surface, plus le taux de compte mesuré 
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sera faible. Ce comportement est la conséquence directe de l'atténuation du 
rayonnement dans le milieu séparant la source radioactive et le détecteur. La 
Fig. 15 présente la relation existant entre la sensibilité de la chaîne de 
comptage et la distance séparant une monocouche de (1_1-4(:) acide 
octadécanoïque et la fenêtre du détecteur. A une distance de 2 mm, il y a une 
variation de 5,8' du signal mesuré par mm de déplacement. De cette figure, il 
ressort deux conclusions importantes: 1) Afin d'avoir une sensibilité maximale, 
il est préférable de positionner le détecteur le plus près possible de la 
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Figure 15. Effel de la distance source-détecteur sur le compte de radioactivité. A une 
distance de 0.2 cm. la variation du signal esl de 5.8 %/mm. Si la distance entre le détecteur 
el la source peul être ajustée avec une précision de ± 20~m. la calibration est précise à ± 
1.2~. Conditions expérimentales: Source constituée d'une monocouche de [l_14C] acide 
octadécanolque comprimée à 20 mN m- t; tension appliquée aux bornes du détecteur de 
1700 V; discriminateur fixé à-0.14 V el débil de gaz de 91.7 m1.min- 1. 
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bration du détecteur est affectée par des variations de distance. Ces 
observations impliquent qu'afin de pouvoir calibrer le détecteur précisément, 
il est de première importance de pouvoir le positionner précisément. 
2.4.3.1 Mise au point d'un système de positionnement micrométrique. Les 
systèmes pouvant être utilisés afin de positionner précisément le détecteur de 
radioac;tivité par rapport à l'interface sont divers. Dans notre cas, afin de 
pouvoir reproduire la calibration à une précision de % l~, il est nécessaire 
d'avoir une reproductibilité de:t 200 !lm sur le positionnement du détecteur. 
Après l'essai de divers systèmes, nous avons opté pour un système simple 
représenté à la Fig. 16. Ce système repose sur le principe simple du mouillage 
d'une fine aiguille métallique trempée dans la sous-phase suite au nettoyage 
de la surface. Après un positionnement micrométrique du détecteur par 
rapport au bain, le niveau de l'eau est graduellement abaissé en ouvrant un 
siphon permettant une réduction du niveau de 80!lm min-1. Lorsqu'il y a 
détachement du ménisque liant l'aiguille et la sous-phase, le transvasement de 
la sous-phase est immédiatement stoppé. Le niveau de l'eau ainsi ajusté est 
précis à:t 150 !lm. Afin de déterminer avec une plus grande précision le point 
de détachement du ménisque, l'aiguille et l'électrode de référence servant à la 
mesure du potentiel de surface sont reliés à un détecteur de rupture 
contrôlant un voyant lumineux. Dans les conditions d'opération utilisées, 
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Figure 16. Représentation synoptiqué du systâme micrométrique de positionnement du 
détecteur de radioactivité à la surface du bassin. La procédure utilisée est décrite dans le 
texte. 
2.4.4 Effet du débit de gaz sur la sensibiJité. Nous devons nous assurer que le 
débit de gaz circulant dans le détecteur n'affecte pas de facon significative la 
calibration de notre détecteur. Nous avons donc entrepris de vérifier l'effet du 
débit de gaz, régularisé à raide d'un débitmètre (Cole-Par mer Instr. CoJ. La 
Fig. 17 représente le taux de compte mesuré dans des conditions fixes 
d'opération du détecteur lorsque le débit de gaz varie de 36 à 156 ml min- l. 
Comme nous avons opéré le tube avec un débit de P-5 de 91.7 t7,0 mL min-l, 
l'incertitude relative aUI fluctuations de débit de gaz est de tO,61. 
2.4.5 Influence de la fenêtre sur la sensibilité. Nous avons déjà discuté de 
l'effet absorbant de la matière présente sur le parcours séparant l'émetteur 
radioactif et le détecteur. Outre la couche d'air présente entre la monocouche 
et le détecteur, le rayonnement p- doit également traverser la fenêtre présente 
à rentrée du tube. L'épaisseur massique de cette fenêtre est de première 
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Figure 17. Effet du débit de gaz (P-5) sur II. sensibilité du détecteur de radioactivité. 
Avec un débit. régul&risé è. 91.7 ± 7,0 mLJJÙn-l, la. variation de la. mesure expérimentale est 
de ±1,2%. Conditions expérimentales: Disque-source de lotiC de 0,163 l'Ci distant. de 1 cm du 
détecteur; tension appliquée sur le détecteur de 1700 V et discriminateur fixé à 0 ,14V. 
de la fenêtre est grande, plus le rayonnement est atténué. Les fenêtres 
commercialement disponibles ont, au minimum, une épaisseur massique de 
800 p.g cm-2. Nous avons fabriqué nos propre fenêtres en évaporant, à l'aide 
d'un système d'évaporation à vide, une mince couche d'argent de chaque coté 
d'une feuille de Mylar (épaisseur de 2p.m, Dupont Canada, Mississauga, ON) qui 
possède une épaisseur massique de 272 p.g cm-2. Après déposition des deux 
couches d'argent, l'épaisseur massique du film était de 296 p.g cm-2. 
L'épaisseur massique de la fenêtre utilisée tout au long de cette étude était 
donc trois fois inférieure à celles mesurées pour les fenêtres obtenues 
commercialement. Le rendement de notre système de détection est accru de 
près de 5' par l'utilisation des fenêtres fabriquées par évaporation. 
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2.4.6 Conditions optimales d'opération du compteur à radioactivité. Dans 
l'étude des systèmes lipide-protéine et chlorophylle ~-protéine à l'aide de la 
radioactivité de surface, nous sommes limités par deux facteurs: la faible 
concentration de protéine adsorbée à l'interface et la faible activité spécifique 
du produit marqué. Il est ainsi nécessaire, afin d'avoir des mesures précises, 
d'opérer le tube dans les conditions où le rendement de détection est maximal. 
Une récapitulation des résultats présentés aux sections 2.4.2 à 2.4.5 est donnée 
dans le Tableau 3. Considérant l'incertitude associée à ces conditions, la 
concentration interfaciale déterminée par radioactivité de surface est précise à 
:t 2,7 %. 
Tableau 3 
Récapitulation des conditions optimales d'opération du système de 
radioactivité de surface pour les systèmes PC( 18: 1 )-cyt c et chI a-cyt c. Dans . 
ces conditions,l'efficacité de détection du système est de 21,0 :t O,6~. 
Tension d'opération 1700 :t 17 V 
Distance source-détecteur 
Débit de gaz 
Fenêtres Mylar-Ag 
Discriminateur ajusté à 0,14 V 
300:t 20 p.m 
91,7:t 0,7 mL min-1 
296 p.g cm-2 
CHAPITRE 3 
LES FILMS MONOMOLECULAlRES DE CYTOCHROME C 
L'idée traditionnelle du film monomoléculaire composé de molécules qui 
forment un milieu distinct de la sous-phase s'applique plus difficilement aux 
monocouches protéiques. Les protéines sont de véritables géants moléculaires 
comportant des degrés de structuration divers. De plus, la liberté de rotation 
que possèdent les unités peptidiques les unes par rapport aux autres rend 
pratiquement impossible la détermination exacte de îeur structure sur une 
base purement énergétique. L'élucidation, au cours des trente dernières 
années, des structures primaires, secondaires et tertiaires de diverses 
protéines solubles, a permis l'élaboration de. modèles ayant pour but ultime de 
prévoir l'arrangement spatial des polypeptides à partir de la simple 
connaissance de la séquence d'acides aminés. La méthode de Chou-Fasman 
( 1978) est sans conteste la méthode de prédiction de structure la plus connue 
et utilisée. Alors que les structures secondaires et tertiaires des protéines 
membranaires furent élucidées, il fut constaté que l'applicabilité des modèles 
statistiques découlés pour les protéines solubles se limite à celles-ci. De 
nouvelles méthodes de prédiction de la structure des protéines membranaires 
ont alors été élaborées. Mais quel parallèle y a-t-il entre la spécificité des 
méthodes de prédiction de la conformation et l'organisation des films 
mono moléculaires de protéine? 
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L'organisation d'une protéine dépend essentiellement de la nature de ses 
constituants, mais aussi de son interaction avec le milieu. Le fait que la 
solubilité d'une protéine est grandement influencée par la nature du solvant 
en est un exemple concret. L'interface air-eau présente aux chaînes 
polypeptidiques deux milieux permettant des interactions spécifiques. Le 
milieu aqueux permet de combler, tout comme il le fait pour la forme 
solubilisée de la protéine, les ponts hydrogènes prenant place entre les résidus 
polaires extérieurs et l'eau. Il est généralement admis que les résidus 
hydrophobes, ou les segments d'hydrophobicité importante, se partagent dans 
la phase aérienne alors que les résidus polaires demeurent dans la phase 
aqueuse de l'interface (Bull (1947); Cumper et Alexander (1950); MacRitchie 
(1981); Ter-Minassian-Saraga (1981)). Le bilan énergétique de l'organisation 
des protéines à l'interface air-eau présente donc une analogie intéressante 
avec celui de l'insertion d'une protéine dans une membrane lipidique; un 
partage des caractères polaires et apolaires de la protéine s'effectue entre 
deux milieux de pOlarité opposée. 
Les différences et les analogies entre la structure d'une protéine native 
en solution et adsorbée à l'interface air-eau sont présentées à la Fig. 18. Il est 
possible de changer le partitionnement d'un film de protéine en diminuant 
l'état de compacité, La compression d'un film entraîne une augmentation de 
l'énergie libre de surface. Afin d'atteindre son état d'énergie minimale, le 
partitionnement des résidus polaires et hydrophobes sera rééquilibré afin que 
le changement d'énergie résultant de l'augmentation de l'énergie libre de 
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Protéine à I1nterface air -eau 
air 
Figure 18. Représentation schématique de la distribution des résidus polaires et 
hydrophobes d'une protéine dans sa coafiguratioa awve et étalée à l'iaterface air-eau. 
surface et du repartage des résidus protéiques soit minimal. La balance 
énergétique d'un tel processus fut présentée par MacRitchie (1977). Le modèle 
proposé par cet auteur prévoit que la proportion des résidus présents à 
l'interface, donné comme le rapport du nombre de résidus présents à 
l'interface (ni), et du nombre de résidus présents dans la sous-phase (nb) est 
donné par: 
n. (AG -DAA) 
_1 =e 0 (3.1 ) 
nb 
alors que àGo est l'énergie libre d'adsorption par résidu à fi=O mN m-1; fi est 
la pression de surface à laquelle est comprimé le film et àA est la section 
moyenne par résidu. Considérant àGo et àA constants, l'équation 3.1 prévoit 
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qu'en accroissant la pression de surface appliquée sur un film protéique, le 
système relaxera vers son état d'énergie minimale en changeant le rapport des 
résidus distribués entre l'air et la sous-pbase. Cette équation prévoit que la 
proportion de résidus présents à l'interface décroît alors que la pression 
augmente. Un des cas limites de cette équation concerne le point où le travail 
de compression, fi l1A équivaut à l'énergie libre d'adsorption. A ce point, la 
répartition des résidus entre les portions polaires et apolaires de l'interface est 
égale; ni/nb vaut l'unité. Malgré la représentation qu'il donne des mécanismes 
d'adsorption et de désorption des protéines aux interfaces, ce formalisme ne 
donne aucune indication relative à la spécificité du processus. Ce mécanisme 
est-il coopératif ou non? S'il n'y a pas de coopérativité, quels résidus quittent 
préférentiellement l'interface lorsque fi est accru? Ces questions d'intérêt sont 
abordées dans les sections suivantes. 
3.1 L'isotherme de pression de surface-aire moléculaire du cytochrome c. 
Il est possible, dans certaines conditions particulières d'étalement, d'obtenir un 
film mono moléculaire de protéine à l'interface air-eau. Par comparaison aux 
films d'acides gras ou de pbospbolipides, les films protéiques présentent un 
niveau de complexité supérieur, conséquence directe de la structure complexe 
et d'une connaissance incomplète des forces qui régissent l'organisation de 
cette classe de molécules. Nous sommes parvenus, en utilisant diverses 
méthodes d'étalement, qui sont présentées à la Section 2.3.2, à obtenir des 
films de cytochrome c. Une isotherme fi-o obtenue pour une compression 
continue du film est présentée à la Fig. 19. Parce nous n'avons aucune 
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assurance que la totalité du matériel étalé est demeuré à l'interface, suite à la 
déposition, l'échelle d'aire moléculaire est graduée en unités arbitraires. Ce 
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Figure 19. Isotherme de pression de surface (n) en fonction de l'aire moléculaire du 
cytochrome c étalé à l'interface air-eau (tampon Tris 10-3 M, pH-S,O) par déposition de 
cristaux. Pour des raisons citées dans le texte, l'écheUe d'aire moléculaire est graduée en 
unités arbitraires. L'isotherme fut obtenue par compression continue à une température 
de 20·C. 
L'isotherme fi-a présentée à la Fig.19 possède la traditionnelle forme 
sigmoïde rapportée pour de nombreuses protéines solubles (Bull (1947); 
Cheesman et Davies (1954); Graham et Phillips (1979b); MacRitchie et Ter-
Minassian-Saraga (1984); Herrington et Sahi (1987». La courbe présente deux 
zones distinctes délimitées par la pression de 8 mN m- l. De 0 à 8 mN m-l, la 
courbe présente une croissance continue de compressibilité et, au-delà de 8 mN 
m- l • (dII/dA) est constant jusqu'au malimum de pression mesurée. soit 18 mN 
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m-1. Il est très intéressant de noter que la portion linéaire de la courbe peut 
s'eltrapoler. à aire moléculaire nulle. à une valeur limite de n=23 mN m-1. 
Cette constatation est en accord avec le fait qu'indépendamment de la quantité 
de protéine initialement déposée à l'interface, il nous est impossible de 
comprimer le film à des pressions de surface supérieures à 20 mN m-1 car, aUI 
valeurs muimales de n, la barrière mobile entre en contact avec le flotteur. 
Ces observations mettent en évidence que la portion de l'isotherme de 
pression de surface mesurée pour des valeurs supérieures à n=8 mN m-1 
représente la solubilisation graduelle de la protéine dans la sous-phase. 
Afin de minimiser les pertes de matériel dans la sous-phase. il est 
courant de caractériser les isothermes de pression de surface des protéines en 
ajoutant de fortes concentrations de sulfate d'ammonium dans la sous-phase 
ou en travaillant à un pH voisin du point isoélectrique de la protéine. La 
concentration de (NH .. }ZSO .. peut varier de S à 3S ~ (plv) (Trurnit (1960); 
Davies et coll. (1983)). L'ajustement de ces deux paramètres vise à minimiser 
la solubilité de la protéine dans Ja sous-phase. Dans notre cas, nous désirons 
caractériser le comportement interfacial du cytochrome c afin de pouvoir. lors 
de l'étude des systèmes lipide-protéine, discerner entre la simple adsorption 
de la protéine à l'interface et son interaction avec Ja monocouche lipidique. 
Pour ce faire, Je comportement interfacial de Ja protéine fut caractérisé dans 
les mêmes conditions utilisées lors de l'étude des systèmes mutes. 
89 
3.2 Influence de la méthode de déposition sur les isothermes de pression 
de surface des films de cytochrome c. Trois méthodes furent utilisées afin de 
former des monocouches de cytochrome c: la déposition solide, l'étalement à 
partir d'une solution éthanol:eau (2:1, v:v) et la simple adsorption depuis la 
sous-phase. Parmi ces trois méthodes, l'étalement à partir d'une solution 
éthanol:H2<) (2:1, v:v) est celle qui donne les résultats les plus reproductibles et 
les aires moléculaires les plus élevées. Ce résultat suggère que cette méthode 
permet la déposition la plus constante et minimise les pertes de matériel dans 
la sous-phase. La Figure 20 présente l'isotherme n-o obtenue pour le 
cytochrome c étalé par cette méthode. Les aires moléculaires, estimées par 
densimétrie, furent calculées en considérant que tout le matériel est demeuré 
présent à l'interface suite à la déposition. 
Cette figure présente également les isothermes n-o obtenues lorsque le 
film est étalé par déposition de cristaux et par simple adsorption. La 
déposition par cristaux donne des aires moléculaires beaucoup plus faibles et 
les isothermes ne sont pas reproductibles. Ce comportement est causé par 
l'entraînement plus important de matériel dans la sous-phase lorsque le film 
est fabriqué de cette façon. Nous avons quantitativement évalué qu'en 
moyenne, six fois moins de matériel demeure à l'interface lorsque la 
déposition est solide, et non pas effectuée à partir d'une solution éthanol:eau. 
Il est aisé de comprendre le problème inhérent à la détermination de la 
concentration interfaciale d'un film formé par adsorption à l'interface air-eau 
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Figure 20. Comparaison des isothermes de pression de surface (D) en fonction de l'aire 
moléculaire (cr) du cytochrome c étalé à l'interface air-eau (tampon Tris 10-3 M. pH-S,O) 
par diverses méthodes. L'isotherme D-cr du cytochrome c étalé à partir d'une solution 
éthanol:eau (2:1, V-:V) est la moyenne de dix mesures et est reproductible à ± 7~ . La figure 
présente également les isothermes D-cr obtenues pour le cytochrome c déposé à. partir de 
cristaul et adsorbé à l'interface. Pour des fins de comparaison, les aires moléculaires des 
fllmsobtenus par déposition solide et adsorption ont été normalisées aul valeurs du film 
étalé avec le solvant. 
processus dynamique qui se produit selon une cinétique régie par la différence 
d'énergie existant entre les formes solubilisée et étalées. Ainsi, à moins d'être 
au voisinage de l'état d'équilibre, l'isotherme de pression de surface sera 
altérée au cours du temps par l'adsorption continue de protéine. Nous avons 
évalué qu'après une période d'adsorption de 30 minutes, seulement 1 ~ du 
matériel initialement injecté dans la sous-phase constitue le film. 
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Des trois méthodes de formation d'une monocouche protéique utilisées, 
seule la déposition depuis une solution éthanolique permet la formation 
efficace et reproductible d'un film. Dans le cas de la déposition solide et de 
l'adsorption, les pertes sont importantes. Il est probable que la perte partielle 
de la structure adoptée par la protéine solubilisée dans la solution éthanolique 
soit responsable de la plus grande efficacité de déposition. Dans la solution de 
polarité réduite, la structure du cytochrome c est plus relâchée car le milieu 
externe présente une plus grande affinité pour les résidus non-polaires. Cette 
prédénaturation abaisse la barrière d'énergie devant être franchie lors de 
l'adsorption et permet de façon plus efficace l'étalement des molécules à 
l'interface. Quoique le rendement d'étalement ne soit pas le même pour les 
trois méthodes d'étalement, les propriétés mécaniques des films formés sont 
identiques. Pour des fins de comparaison, les isothermes n-o obtenues pour la 
déposition solide et l'adsorption furent normalisées avec celles obtenues par 
déposition à partir de la solution éthanol:eau. Comme il est possible de le 
constater à la Figure 20, la forme des isothermes est identique. 
3.3 Influence de la méthode de déposition sur les isothermes de potentiel 
de surface et d'ellipsométrie des films de çytochrome c. Nous venons de 
montrer que la méthode de formation du film monomoléculaire de cytochrome 
n'influence que la proportion de la protéine initialement déposée qui demeure 
à l'interface. Présentés sur une échelle commune, les isothermes n-o sont 
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identiques. En est-il de même des mesures de potentiel de surface et 
d'ellipsométrie? 
La moyenne des isothermes de potentiel de surface obtenus pour des 
films de cytochrome c étalés à partir d'une solution éthanolique, de cristaux ou 
simplement adsorbé depuis la solution sont présentés à la Figure 21. 
Considérant que la reproductibilité des isothermes de potentiels de surface de 
substances qui sont stables à l'interface air-eau (phospholipides, acides gras) 
est de! 1 S m V, nous pouvons conclure que les isothermes obtenues par les 
trois méthodes de préparation des films de cyt c sont identiques. Dans les trois 
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Figure 21. Comparaison des isothermes de potentiel de surface (4 V) en fonction de 
l'dre molécula.i.re (0') du cytochrome c étalé à t'interface dr-eau (tampon Tris 10-3 M, 
pH-S,O) à partir d'une solution éthanol:eau (2:1, v:v), de cristaux ou adsorbée depuis la 
solution. L'incertitude sur 1& valeur de 4 V est de ± 1 ~ m V. 
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cas, une augmentation régulière de 6. V donne place à un plafonnement de la 
mesure lorsque l'aire moléculaire est réduite à des valeurs inférieures à 500 
A2 molécule- l . Il est notable que ce point correspond à raire donnant lieu à 
une inflexion de l'isotherme n-o(D=8 mN m- l ). C'est de 500 à 0 A2 molécule- l 
qu'une solubilisation gradueUe du film se produirait. Est-il possible d'affirmer 
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Figure 22. Comparaison des isothermes de pression de surface (n) en fonction de l'aire 
moléculaire (a) et de moment dipolaire perpendiculaire (l'.1Hr obtenues pour un film de 
cytochrome c étalé "l'interface air-eau (tampon Tris 10-3 M, pH-8,à) depuis une solution 
éthanol:eau (2:1, v:v). Pour des a compris entre 0 et ~O A2 molécUle-l, 1'.1 présente une 
relation linéaire passant pat' l'origine. 
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La mesure de potentiel de surface offre le désavantage d'être une valeur 
dépendante de la concentration interfaciale. Comme il fut montré à la section 
2.3.4, il est plus pratique de transformer cette valeur en son équivalent 
indépendant de la densité superficielle: le moment dipolaire perpendiculaire, 
Jl.l. La Figure 22 présente une superposition des isothermes n-o et Jl.l-o 
obtenus pour le cytochrome c. Comme il fut montré précédemment, sur une 
échelle commune d'aire moléculaire les isothermes n-o, et 1:1 V -0 sont 
identiques, indépendamment de la méthode utilisée pour former le film. 
L'isotherme Jl.l-o du cytochrome c présente une décroissance non-linéaire de 
Jl.l pour des 0 supérieurs à 500 A2 molécule-le Pour des aires comprises entre 
o et 500 A2 molécule-l, il existe une relation linéaire entre POl et o. De plus, 
cette relation linéaire intercepte l'origine. Ce comportement est en tout point 
conforme à l'idée d'une désorption du matériel de la portion de l'interface 
contribuant à la mesure de potentiel électrique. 
L'Annexe A présente la simulation et l'interprétation de l'isotherme de 
déphasage ellipsométrique en fonction de l'aire moléculaire d'un amphiphile 
fort simple: l'acide octadécanoïque. En consultant cette étude, il est facile 
d'estimer la complexité du traitement devant être apporté afin de solutionner 
l'isotherme ellipsométrique d'une macromolécule tel le cytochrome c. Les 
isothermes ellipsométriques de . protéines, mesurées à l'interface air-eau 
n'abondent pas dans la littérature. Des études menées à l'interface air-eau 
{Feijter et coll. {1978}; Graham et Phillips {1979a}; Watanabe et coll. (1986», il 
ressort qu'il est nécessaire de mesurer simultanément les deux angles 
ellipsométriques, S'Y et M, afin d'établir le nomogramme permettant d'établir 
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l'épaisseur et la concentration du film (MacCrackin (t 969». Il nous fut 
impossible de mesurer toute valeur de 8'11. probablement à cause de la trop 
faible épaisseur du film. Conséquemment. l'interprétation de l'isotherme 
ellipsométrique présentée à la Fig. 23 apparaît virtuellement impossible. 
Combinant les techniques d'ellipsométrie et de radioactivité de surface. 
jonsson et coll. (1985) ont montré qu'il existe une relation linéaire entre -86 et 
la concentration interfaciale de protéine adsorbée sur un substrat solide. 
Naturellement, cette relation linéaire passe par l'origine. Nous avons vérifié la 
validité de cette observation en portant en graphique -86 en fonction de 
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Figure 23. Comparaison des isothermes de déphasage ellipsométrique( -M)-aire 
moléculaire (a) obtenues pour des films de cytochrome c étalés À l'interface a.ir-eau 
(tampon Tris 10-3 M, pH-S,O) depuis une solution éthanol:eau (2:1, v:v), des cristaux ou 
adsorbée depuis la sous-phase. L'incertitude sur la valeur de &\ est de :!:O,O"· . 
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La relation existant entre -1iÂ et la concentration de surface, exprimée 
comme l'inverse de raire moléculaire, est satisfaisante de 1 à 2 x 10-3 molécule 
A-2. De plus, comme nous devons nous y attendre, cette portion passe par 
l'origine. En référant aux isothermes n-o préalablement présentées, cette zone 
de linéarité couvre la portion de l'isotherme comprise entre 0 et 8 mN-t. Au-
delà d'une densité de 2 x 10-3 molécule A -2, le comportement de la courbe 
dévie de la linéarité. Considérant les aires estimées lors de la déposition du 
film dans une solution éthanol:eau (2: 1, v:v), nous obtenons, pour la portion 
linéaire de la courbe, une pente de 3,1 • cm2 p.g-t alors que jônsson et coU. 
rapportent, pour l'immunoglobuline G, des valeurs variant entre 6 et 10 0 cm2 
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Figure 2<f. Représentation de 1& relation elistant entre 1& concentration in terfaciale , 
exprimée comme l'inverse de l'aire moléculaire, et. le déphasage ellipsométrique (-34) 
mesuré pour un film de cytoc::hrome c:: organisé à l'interface air-eau. 
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étudiées sont différentes et que ces auteurs travaillent sur des substrats 
solides chimiquement modifiés, nous voyons une certaine correspondance 
entre leurs résultats et les nôtres. Nous verrons par analyse du comportement 
interfacial du [l"'CJcytochrome c que cette différence peut également être 
elpliquée par une sous-estimation de l'aire moléculaire r~elle. 
Quelle signification physique pouvons nous donner à cette relation 
linéaire? Le lecteur intéressé trouvera à l'Annele A une étude détaillée de la 
signification du déphasage ellipsométrique (cSÀ) et des informations qu'il est 
possible de tirer de cette mesure pour une molécule simple, nommément 
l'acide octadécanoïque. Pour ce type de molécule, afin d'elpliquer l'isotherme 
ellipsométrique, il est nécessaire de considérer l'anisotropie du film. C'est le 
haut niveau de structuration d'un tel film à l'interface air-eau qui rend 
nécessaire la discrimination dimensionnelle des propriétés physiques du film. 
Dans le cas des films protéiques, la multitude des groupements polaires et 
non-polaires combinée à la complelité structurale de ceul-ci nous permettent 
de considérer un comportement isotrope des films protéiques. Alors, M est 
défini en fonction des indices de réfraction du film, nF, de son épaisseur,d, et 
de l'indice de réfraction du substrat, n2, par la relation: 
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où L, une constante dépendante des conditions elpérimentales, est donnée par: 
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(3.3) 
alors que, est l'angle d'incidence du faisceau lumineux (60·) et À sa longueur 
d'onde (6328 A). Si, en première approximation, nous considèrons que l'indice 
de réfraction nF demeure inchangé lorsque le film est comprimé, la relation 
linéaire existant entre ~ et la concentration interraciale est une conséquence 
directe de l'épaississement du film. 
Lorsque la densité interraciale devient supérieure à 0,002 molécule A-2, 
nous observons une déviation de la loi d'additivité. Cette divergence peut 
trouver source dans une fausse estimation de la densité interfaciale réelle ou 
dans un changement de l'indice de réfraction du film. Il ne faut pas oublier 
que la densité de surface présentèe à la Fig.24 fut estimée à partir de la 
réciproque de raire moléculaire; cette même aire moléculaire fut calculée en 
considérant que tout au long de la compression, le matériel demeure à 
l'interface. Nous avons mentionné que les isothermes n-a et ll. V -0 suggèrent 
qu'il y a solubilisation graduelle du film aux pressions de surface supérieures à 
8 mN m-1. Ce phénomène implique qu 'au-delà de 8 mN m-1, les densités 
interfaciales présentées à la Fig. 24 sont surévaluées. Ce comportement 
corrobore la déviation sous la droite. Le changement de l'indice de réfraction 
du film soumis à une compression permet également d'expliquer des 
déviations à la linéarité. La Figure 25 présente les valeurs de M calculées pour 
diverses valeurs de nF et de d à l'aide des Eqs. 3.2 et 3.3 en considérant ..-60·, 
À=6328 A et n2= 1,332. S'il se produit un changement de nF en cours de 
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compression, nous devons nous attendre à ce que cette valeur croisse car les 
résidus hydrophobes,qui possèdent de plus hauts indices de réfraction, sont 
plus fortement ancrés à l'interface. Si ce phénomène est réel, il faut que 
simultanément à l'augmentation de l'indice de réfraction se produise une 
diminution de l'épaisseur du film. Ce comportement n'est conciliable qu'avec 
un mécanisme permettant la solubilisation. Le résultat présenté à la Figure 25 
comporte une information importante. Comme nous ne sommes pas en mesure 
de déterminer l'angle ellipsométrique 15'1', il apparaît que l'épaisseur de notre 
film est inférieure à 200 A (DePeijter et coll. (1978)). Nous pouvons constater 
que les solutions présentées à la Fig. 25 qui présentent des valeurs de 8â 
voisine des valeurs rapportées à la Fig. 24 ont des indices de réfraction 
moyens peu élevés. Considérant que l'indice de réfraction du substrat est de 
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Figure 2~. Illustration de la dépendance du déphasage ellipsométrique (-34) avec 
l'épaisseur, d, et l'indice de réfraction, nF, d'un film isotrope. Ces valeurs furent calculées 
en conformité avec les équations 3.2 et 3.3 en considérant.-60,O· ,~328 A etn2-1,332. 
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A), nous pouvons conclure que le film de cytochrome c possède un indice de 
réfraction plus proche de celui de l'eau que de celui d'un lipide. 
30'4 Vérification des pressions limites d'adsorption et de désorption du 
cytochrome c. Nous avons précédemment suggéré qu'au-delà d'une pression de 
surface de 8 mN m-1, l'isotherme Il-a mesurée représente la solubilisation 
progressive du film depuis l'interface vers la sous-phase. Afin de vérifier ce 
phénomène, nous avons entrepris de mesurer les isothermes de pression de 
surface d'un film de cytochrome c soumis à une série de cycles compression-
expansion ayant comme référence une pression de surface voisine de zéro et 
des maxima croissants. Pour l'expérience présentée, la pression de référence 
était de 0,7 mN m-1 alors que les maxima des 17 cycles opérés 
consécutivement étaient respectivement: 0,9; 1,6; 2,4; 3,5; 4,6; 5,8; 7,4; 8,9; 9,9; 
Il,0; 12,1; 13,0; 14,1; 15,2; 16,2; 17,3 et 18,1 mN m-1. Ces résultats, présentés 
sous forme d'isotherme Il-position et 6. V -position, furent regroupés aux 
Figures 26 à 28 selon trois comportements distincts. Dans la réalité, ces 
résultats ne font qu'une seule et même expérience. La position de la barrière 
mobile est directement proportionnelle à l'aire moléculaire occupée par le film. 
Pour des maxima compris entre 0,9 et 7,4 mN m-1 (Fig. 26), nous pouvons 
observer qu'il se produit un décalage des isothermes 11-0 vers des aires 
moléculaires supérieures. L'observation peut également être faite à partir des 
isothermes de potentiel de surface. Ce résultat correspond en tout point à une 
adsorption continue de matériel solubilisé dans la sous-phase. Il est 
intéressant de constater que la pression de surface où cesse l'adsorption du 
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matériel (7,4 mN m-1) est voisine de la pression de 8 mN m-1; en plus d'être 
l'endroit où l'isotherme ll-o présente une inflexion.,cette valeur fut identifiée 
comme la pression de surface d'équilibre du cytochrome c par Krebs et Phillips 
( 1984). 
Lorsque la limite supérieure de compression est située entre 8,9 et 13,0 
mN m-1 (Fig. 27), les isothermes de pression et de potentiel de surface 
demeurent inChangées. Ce résultat suggère que l'adsorption continue de la 
protéine cesse pour des pressions supérieures à 8,9 mN m- l et que le film se 
comporte de façon élastique lorsqu'il est soumis à des compressions-
expansions successives. 
Nous pouvons constater à la Fig. 28 que lorsque la pression de surface est 
supérieure à 14,1 mN m- l , les isothermes sont graduellement décalées vers 
des valeurs de pression et de potentiel plus faibles. Ce comportement 
inélastique du film peut être la conséquence d'une solubilisation graduelle du 
film à haute pression de surface ou d'une réorganisation importante de la 
structure. 
Lorsque nous comparons les isothermes obtenues par compression simple 
et celles obtenues par compressions multiples, nous devons porter attention à 
un point particulier. La distinction entre les deux systèmes est présentée à la 
Figure 29. Lorsque nous superposons sur une échelle commune les isothermes 
ll-o obtenues pour un film de cytochrome c soumis à une compression simple 
et ceux obtenus pour une compression multiple, nous pouvons constater que 
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les comportements observés pour des pressions inférieures à 8mN m-1 sont 
identiques. Cependant, le comportement dans la phase de solubilisation du 
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Figure 26. (A)Isothermes de pression (D) et (B) de potentiel de surface (AV) d'un film 
de cytochrome c ét&lé a. l'interface air-eau (tampon Tris 1O-3M. pH-8.0) par déposition 
solide. La figure présen.te les isothermes obtenues pour une série de cycles compression-
expansion ayant pour référence une valeur de D voisiJ1e de 0 mN m- I et des limites 
supérieures de 0.9; 1.6; 2.4; 3.'; 4.6; '.8; et 7.4 mN m- I. Pour plus de clarté. cette figure ne 
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Figure 27. (A)Isothermes de pression (D) et (B) de potentiel de surface (AV) d'un film 
de cytochrome c étalé à J'interface air-eau (tampon Tris lO-3M, pU-8,O) par déposition 
solide. La figure présente les isothermes obtenues pour une série de cycles compression-
elpansion ayant. pour référence une valeur de D voisine de 0 mil m- I et. des limites 
supérieures de 8,9; 9,9; 11.0; 12.1 et 13.0 mN m- 1. Pour plus de clarté, cette figure ne 
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Figure 28. (A)Isothe .. mes de pressioa (D) et (B) de poteat.iel de su .. face (6 V) d'ua film 
de cytocbrome c étalé à l'iatedace air-eau (tampoa r .. is lo-3M. p8-8.0) par dépositioa 
solide. La figure présente les isothermes obtenues pour une série de cycles compression-
elpaasioa ayaat pou .... éféreace une va.1eu .. de D voisiae de 0 mN m- I et des limites 
supédeu .. es de 14.1; 1~,2; 16,2; 17.3 et 18.1 mN m-1. Pou .. plus de cluté. cette figure de 
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Figure 29. Comparaison des isothermes de pression de surface (D) en fonction de l'aire 
moléculaire obtenues pour un film de cytocbrome c soumis à une compression simple et 
un fHm soumis à une série de cycle compression-elpansion. L'elpuJ..sion complète de la 
protéine. eltrapolée lorsque il tend vers 0 A2 molécule-l. est atteinte à un D de 23 mN m- l 
pour la compression simple alors que cette valeur est de 27 mN m- t lorsque le film est 
soumis à des compressions multiples. 
film protéique présente des différences dépendamment que la compression est 
simple ou multiple. La pression de surface eltrapolée à aire moléculaire nulle 
est de 27 mN m-1 pour le film soumis aUI compressions multiples alors qu'elle 
est de 23 mN m-1 lorsque nous effectuons une compression simple. Nous 
verrons subséquemment que cette différence peut également être observée 
pour les systèmes lipide-protéine et qu'elle est notée lorsque le film est laissé 
à de faibles pressions de surface. 
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3.5 Etablissement de l'isotherme pression de surface-aire moléculaire par 
la mesure de radioactivité de surface. Après la calibration du détecteur de 
radioactivité avec une monocouche de (t _1-4(:] acide octadécanoïque, il est 
possible de déterminer, pour divers états de compression, la densité 
interfaciale d'un film de (1.f(:]-cytochrome c. Il est également possible de 
convertir les densités interfaciales en aires moléculaires. Ce traitement fut 
effectué afin d'établir l'isotherme n-o présentée à la Figure 30. 
Malheureusement l'utilisation du détecteur de radioactivité contraint le 
mouvement de Ja barrière mobile à une position minimale de 12 cm. C'est 
cette contrainte expérimentale qui nous empêche de mesurer l'isotherme pour 
des pressions supérieures à 10 mN m- l. Il nous est également impossible de 
déposer plus de molécules sans donner lieu à une pression non-nulle au 
maximum d'aire moléculaire. 
En comparant les isothermes où l'aire moléculaire est estimée par 
densimétrie, considérant la surface disponible et le nombre de molécules 
présentes, ou par radioactivité, nous constatons que la densimétrie donne des 
aires moléculaires inférieures aux valeurs estimées par radioactivité de 
surface. Cette différence peut provenir du fait qu'une partie du matériel, 
déposé depuis une solution éthanolique, est entraîné dans la sous-phase. La 
comparaison des isothermes présentées à la Fig. 30 permet d'estimer à 25 , la 
quantité de matériel déposé qui passerait en solution. Il est également possible 
que l'étape du marquage modifie quelque peu les propriétés de surface du 
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Figure 30. Comparaison des isothermes D~ obtenues pour un fUm de cytochrome c 
étalé à l'interface air-eau depuis une solution éthanol:eau (2:1.v:v). Les aires moléculaires 
sont établies en considérant que 1& surface disponible est totalement occupée par les 
molécules initialement déposées (densimétrie) ou par mesure de 1& radioactivité 
interfaciale (radioactivité). La portion de l'isotherme présentant des pressions de surface 
supérieure à 10 mN m- I n'a pu être établie. le détecteur empêchant le déplacement de 1& 
barrière mobile. 
l'incorporation du cytochrome c natif et méthylé avec du 1.fC dans des 
monocouches de phosphatidylcholine. 
3.6 Modèle de l'organisation moléculaire d'un film de cytochrome c 
soumis à une comoression. L'isotherme de Dression de surface d'un film de 
cytochrome c nous suggère que ce dernier se comDOf'te comme un film 
insoluble de 0 à 8 mN m-1. L'isotherme P.l-o mesurée pour cette portion de 
l'isotherme montre une diminution du moment dipolaire alors que 0 décrott. 
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Ce comportement est en accord avec l'hypothèse que ce sont les résidus 
polaires qui sont d'abord désorbés de l'interface lors de la compression. Au-
delà de 8 mN m-l, une solubilisation progressive du film se produit jusqu'à 
une pression limite de 23 mN m-t. Outre la relation linéaire entre fi et 0 , cette 
solubilisation est caractérisée par une décroissance linéaire du moment 
dipolaire ILl atteignant une valeur extrapolée à 0=0 A2 molécule- t nulle. Ce 
résultat rejoint l'idée qu'au-delà de 8 mN m- t , la portion de l'interface 
contribuant à la mesure de potentiel de surface est graduellement dépeuplée 
de matériel. 
L'isotherme -~-o présenté à la Figure 23 présente une augmentation 
constante de 1861 lors de la compression. Nous avons vu que l'interprétation de 
ce seul résultat n'est pas simple. Ce comportement peut être la cause d'une 
augmentation de l'épaisseur du film, d'une augmentation de l'indice de 
réfraction du film, ou d'une combinaison des deux phénomènes. Comme 
seulement un des deux angles ellipsométriques peut être expérimentalement 
mesuré, il est impossible de calculer conjointement la densité interfaciale et 
l'épaisseur du film. 
Les expériences de compression cyclique d'un film de cytochrome c 
depuis une pression de surface nulle jusqu'à une limite de pression maximale 
croissante permettent d'identifier trois zones distinctes; 1) de 0 à 8 mN m-1, 
une adsorption continue de la protéine ou une relaxation conformationelle se 
produit; 2) entre 8 et 14 mN m-1, le film présente des isothermes 0-0 
indiquant un comportement élastique du film; 3) de 16 à 18 mN m-l, nous 
109 
observons un décalage graduel des isothermes D-o indiquant une désorption 
de la protéine depuis l'interface jusqu'à la sous-phase ou une couche qui est 
adjacente. Le comportement du film soumis à un ensemble de cycles 
compression-expansion se distingue de celui observé pour des films soumis à 
une compression simple par l'augmentation de la pression limite où le film est 
solubilisé. Dans le cas d'une compression simple, nr-tO vaut '23 mN m- t alors 
que cette valeur est de 27 mN m- t pour la compression multiple. Ce résultat 
laisse présager qu'en soumettant le film à des cycles compression-expansion, 
nous parvenons à forcer l'organisation à l'interface en accroissant la quantité 
de résidus hydrophobes présents. Comme les caractères hydrophobes et 
hydrophiles sont mieux démarqués à l'interface, un travail supplémentaire est 
requis afin d'expulser les portions protéiques enrichies en résidus 
hydrophobes. Ce phénomène peut être une explication de la dénaturation de 
surface des protéines. 
L'ensemble de ces résultats nous permettent de formuler le modèle 
présenté à la Figure 31. Aux pressions de surface inférieures ou égales à 8 mN 
m- t, la protéine peut s'adsorber depuis la sous-phase ou relaxer vers un état 
de plus grande aire moléculaire. C'est entre 8 et 14 mN m-1 que le mécanisme 
de désorption des résidus polaires prend place. Ce processus grandement 
réversible atteint un équilibre très rapidement, de telle sorte que les 
isothermes obtenues en compression et en décompression sont identiques. Au-
delà de 14 mN m-1, ce sont les résidus de plus grande hydrophobicité qui sont 
exclus de l'interface. Les intermédiaires conformationnels , formés entre 14 et 
23 mN m-1, sont des formes quasi-solubilisées et présentent des conformations 
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II =0 mN/m II =9 mN/m II =14 mN/m 
Figure 31. Representation schématique du comportement d'un film de cytochrome c 
comprimé" diverses pressions de surface. De 0 .. 8 mN m-l. le rllm peut relaler vers son 
état d'énergie minimale. De 8 Il. 1'" mN m-l.les résidus ou segments de polarité élevée sont 
gradueUementdésorbésde l'interface. De 1'" .. 23 mN m-l. ce sont les résidus hydrophobes 
qui sont exclus de l'interface. -
se rapprochant de la conformation native du cytochrome c. La transition 
inverse impliquant le passage des intermédiaires métastables vers la forme 
étalée n'est pas instantanément réversible et requiert une réadsorption de la 
protéine. Au-delà de 23 mN m-1, la totalité du film de protéine est solubilisé 
dans la sous-phase ou dans une phase adjacente à l'interface. 
Le dernier point duquel nous désirons traiter concerne l'organisation des 
films protéiques à l'interface air-eau. Toutes les études traitant des propriétés 
interraciales des films protéiques entendent que l'organisation de la protéine 
est principalement régie par la polarité des résidus, ou des sections de résidus, 
présents dans la protéine. Ainsi, nous pouvons distinguer le comportement 
interfacial des protéines hydrophiles et hydrophobes. Cette séparation des 
caractères hydrophile et hydrophobe suppose une réorganisation, un 
étalement de la protéine à l'interface. Nous devons cependant prendre 
conscience que, dans les conditions que nous avons utilisées, ce déploiement de 
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la structure protéique ne peut qu'être partiel. En solution, le cytochrome c est 
une protéine sphérique possédant un diamètre de 3S A (Stryer (1981». La 
section de cette protéine est donc approximativement de 960 A2 molécule-1. 
Les aires moléculaires mesurées pour le film de cytochrome c étalé depuis une 
solution éthanol:eau (2: l, V:V) sont du même ordre de grandeur, laissant 
supposer que la structure étalée à l'interface air-eau comporte une fraction 
importante des résidus immergés ou qu'une portion non-négligeable du 
matériel est solubilisée dans la sous-phase. 
CHAPITRE 4 
LE SYSTEME BINAIRE DIOLEOYLPHOSPHATIDYLCHOLINE-CYTOCHROME C 
4.1 Les propriétés interfaciales de la dioléoylphosphatidylchoJine 
Les données concernant les propriétés interfaciales des différents 
phospholipides synthétiques abondent dans la littérature. Notre but en 
effectuant cette étude sommaire n'est pas d'apporter de nouvelles 
informations concernant le comportement interfacial de la PC( 18: 1) mais bien 
de comparer la procédure expérimentale et les performances de notre système 
de mesure. 
La Figure 32 présente les isothermes n-o, A V -a et ~ obtenues pour la 
PC(18: 1). A température ambiante, l'isotherme de pression de surface présente 
les caractéristiques d'un film dans l'état liquide expansé. La montée de 
pression de surface s'effectue à une aire de 106 A2 moJécule-l. Tout comme 
pour l'acide octadécanoïque (consulter l'Annexe A), les propriétés du film de 
part et d'autre du point de montée de n sont fort différentes. Les mesures de 
potentiel de surface et de déphasage ellipsométrique présentent de grandes 
instabilités pour des aires inférieures au point de montée. La gamme des 
fluctuations s'étend depuis une valeur nulle jusqu'à la valeur stable, mesurée 
alors qu'un signal de n apparaît. Alors que le signal de pression de surface est 
mesuré, les valeurs de A V et ~ deviennent stables. Une mesure préliminaire 
de radioactivité de surface du [l.ccl PC(18:1) nous a de plus permis de 
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constater que, tout comme rapporté à l'Annexe A, des fluctuations de la 
densité interfaciale sont observées lorsque 0> 106 A2 mo1écu1e- l . Toutes ces 
mesures réunies laissent supposer que le film lipidique est hétérogène aux 
faibles états de compression et qu'il devient macroscopiquement homogène 
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Figure 32. A) Isothermes de pression de surface (U)-aire moléculaire (a). potentiel de 
surface (6V)-a etB) déphasage ellipsométrique (-86)..a obtenues pour la PC(1S:1) étalée à 
l'interface air-tampon Tris-HCI 10-3 M. pH-8.0 en utilisant le benzène comme solvant 
d'étalement. La température fut maintenue à 20 tl-Co Vitesse de compression de ~ t 2 A2 
molécule- I min -1. Conditions d' opé~n de l'ellipsomètre: t- 60· et a.- 6328 A. 
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Le collapse du film se produit à des aires moléculaires comprises entre 42 
et 45 mN m-l. Nous n'avons pu trouver d'explication sur la variabilité de cette 
valeur. Le collapse est caractérisé par un plafonnement des mesures de n. de 
Il V et de ~. Les valeurs de Il V et ~ mesurées au collapse sont respectivement 
465 mV et -1.03-. 
Tableau 4 
Comparaison des isothermes de pression de surface-aire moléculaire de la 
PC(l8:1) 
Pression de surface 
(n. mN m- I ) 
~ 96 











(1) Phillips et coll. (1970) 
(2) Bishop et coll. (1980) 
(3) Tancrède et coll. (1981) 














(cr. A2 molécule- I ) 
97 90 90 
87 81 80 
80 7 .. ~ 
73 69 70 
69 6~ 67 
66 61 M 
M ~ 62 
(3) (of) (ce travail) 
TamponPO.t TamponP01 Tampon Tris 
20~ 19,~ 20,0 
C6H6 C6H6 . CoH6 
Langmuir Langmuir LanRmuir 
La comparaison entre l'isotherme n-o rapportée à la Figure 32 et diverses 
isothermes rapportées dans la littérature est présentée au Tableau 4. Nous 
avons également regroupé dans ce tableau les diverses conditions dans 
lesquelles les mesures furent effectuées. L'isotherme que nous présentons, 
tout comme celle rapportée par Ducharme et coll.( 1985), diffère légèrement 
de celles rapportées par Phillips et coU. (1970). Bishop et coll. (1980) et 
Tancrède et coll. (1982). La déviation muimale de l'aire moléculaire est de -7 
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A2 molécule-1 à 5 mN m-1. Ces différences s'atténuent alors que la pression de 
surface augmente. Il est important de tenir compte du fait qu'à l'opposé de la 
balance de Langmuir, la balance de Wilhelmy présente un maximum de 
précision aux faibles pressions de surface. Ainsi, la balance de Wilhelmy est 
plus affectée par les différences de sous-phase aux faibles valeurs de ll. 
Considérant cette différence, ainsi que les diverses conditions expérimentales 
utilisées, nous trouvons un relatif accord entre nos valeurs et celles rapportées 
dans la littérature. Quoiqu'il en soit, c'est aux différences existant entre 
l'isotherme du lipide seul et l'isotherme du mélange lipide-protéine que nous 
porterons notre attention. Les isothermes 6 V -(7 et M-o que nous présentons à 
la Figure 32 sont en accord avec les valeurs rapportées par Ducharme et 
col1.(1985). 
4.2 Les propriétés interfaciales du système mixte PC( 18: 1 )-cytochrome c 
4.2.1 Le simple cycle expansion-compression. La superposition des 
isothermes ll-o, Il V -(7 et M-o obtenues pour la PC( 18: 1) et le système mixte 
PC(18:1)-cyt c est présentée à la Figure 33. Pour ce type d'expérience, la 
protéine fut injectée sous un film de PC(t8:t) initialement comprimé à 20 mN 
m-1. Après homogénéisation de la sous-phase à l'aide du système de prismes, 
la monocouche mixte fut décomprimée, puis recomprimée jusqu'au collapse du 
film. Après l'injection de la protéine et l'homogénéisation de la sous-phase, 
aucune des propriétés de surface n'est modifiée, indiquant que la protéine 
n'est pas incorporée au film lipidique à cette pression de surface. Ce fait est en 
accord avec les mesures de Quinn et Dawson (1969b) établissant que la 
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pression maximale d'incorporation du cytochrome c dans une monocouche de 
PC extraite du jaune d'oeuf est de 20 mN m-1. 
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Figure 33. A)Isothermes de pression de surface (n)-aire moléculaire (cr), de potentiel 
de surface (4V)-cr et B) de décalage ellipsométrique (-M)-.o- obtenues pour la PC(l8:1) et 
pour le système mine PC( 18:1 )-cyt c. Suite à la compression de la monocouche de PC( 18:1) 
.. une pression de surface de 20 mN m-I, le cytochrome c est injecté puis le film mine est 
décomprimé puis recomprimé jusqu'au collapse .Conditions expérimentales: Tampon Tris 
10-3 M, pH-8,O, température - 20±1·C, [cyt c] - 2,3 x 10-7 M. Pour la mesure 
ellipsométrique, .-60· eU. - 6328 A. 
117 
Lors de la décompression, un décalage graduel de l'isotherme Il-a du 
lipide est mesuré. Plus la pression de surface est faible , plus la différence 
d'aire, ~a, entre l'isotherme Il-a du lipide seul et du mélange lipide-protéine 
est grande. Ce décalage est également observé sur les isothermes ~ V-a et S~-a 
mesurées en décompression. Lors de la recompression, la différence d'aire 
entre l'isotherme du lipide et celui du mélange lipide-protéine (~a) est 
constante à 2S A2 molécule- l de 0 à 14 mN m- l. A 14 mN m-l , l'isotherme Il-a 
présente une inflexion et l'isotherme du système mixte rejoint rapidement 
celle du lipide. Au-delà de 20 mN m- l, les isothermes Il-o du lipide et du 
mélange PC(18:1)-cyt c sont indiscernables. L'isotherme ~V-a obtenue en 
recompression présente un maximum (.~ V=42S m V) coïncidant avec l'inflexion 
observée sur l'isotherme Il-o. Au-delà de ce maximum, l'isotherme de 
potentiel de surface décroît jusqu'à rejoindre l'isotherme obtenue pour le 
lipide seul. Le comportement de l'isotherme ellipsométrique est identique, 
quoique le sommet de 86 soit légèrement décalé comparativement à ceux 
identifiés depuis les isothermes Il-a et ~ V -a. De plus, les valeurs de I~I 
mesurées alors que Il est supérieur à 20 mN m- l demeurent légèrement 
supérieures aux valeurs mesurées pour le lipide seul. 
Ce comportement est en accord avec une incorporation réversible de la 
protéine dans la monocouche lipidique. Suite à l'injection de la protéine, il est 
nécessaire d'abaisser la pression de surface afin de favoriser l'incorporation de 
la protéine. Comme observé en compression, cette incorporation est régie par 
la pression de surface: de 0 à 14 mN m-l , la protéine demeure incorporée dans 
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la monocouche , de 14 à 20 mN m-1,la protéine en est graduellement exclue et 
au-delà de 20 mN m-1, la protéine est entièrement resolubilisée. Le fait qu'il 
existe une légère différence entre les valeurs de aâ mesurées pour le lipide 
seul et pour le système mixte au-delà de 20 mN m-1 peut découler du fait que 
la protéine est éjectée dans une phase adjacente à la monocouche et redevient 
plus facilement disponible pour une réincorporation. Ce point sera traité 
ultérieure ment. 
4.2.2 Les cycles expansion-compression multiples opérés depuis forte 
pression de surface. La section précédente a traité du comportement du 
système PC( 18: 1 )-cyt c soumis à un cycle expansion-compression. Nous avons 
montré que l'incorporation de la protéine dans la couche lipidique est 
contrôlée par la pression de surface. Afin de mieux mettre en relief ce 
comportement, nous avons soumis le système PC(t8:t)-cyt c à une série de 
cycles expansion-compression opérés depuis une pression de surface de 
référence de 30 mN m-1 et ayant comme limite inférieure des pressions de 
surface décroissantes. Ce genre d'expérience prend en moyenne quatre heures 
à être complétée. C'est le maximum de temps qui peut être utilisé afin de 
mener l'expérience puisque nous avons noté qu'après ce temps, malgré la 
présence de la cloison prévue pour contrer cet effet, il y a adsorption de 
protéine à la surface du compartiment de référence. Le film adsorbé en 
appliquant une contre-pression sur le flotteur a pour effet de réduire la 
pression mesurée. Pour cette raison, nous n'avons pu mesurer l'isotherme 
ellipsométrique de ces cycles, devant nous limiter à la mesure continue des 
pressions et des potentiels de surface. Il est pratiquement impossible de 
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contrôler l'incorporation de la protéine dans la monocouche pour une 
expérience si longue. En effet la quantité de protéine adsorbée dépend de la 
concentration du cytochrome c, de la manière dont l'agitation est effectuée et 
du temps que le système passe à faible pression de surface. Comme, pour ce 
genre d'expérience, nous ne pouvons contrôler parfaitement le dernier 
paramètre, il est impossible d'obtenir, pour les expériences d'expansion-
compression, des cycles d'incorporation identiques. Pour cette raison, les 
résultats présentés ne sont pas des moyennes. Nous mentionnons toutefois que 
ce type d'expérience a été effectué six fois et que les résultats présentés sont 
représentatifs des forces et faiblesses du modèle proposé. 
Les isothermes fl-o présentées à la Figure 34 furent obtenues en 
soumettant le système PC( 18: 1) à sil cycles expansion-compression depuis une 
pression de référence de 30 mN m-l. Nous avons précédemment mentionné 
qu'à cette pression, le cytochrome c est exclu du film. Les pressions minimales 
des premier, deuxième et troisième cycles sont de Il,1; 3,8 et 1,0 mN m- l . 
Lors des cycles subséquents, la pression de surface minimale atteinte était 
nulle. Cette série d'isothermes nous permet de constater que plus le film est 
décomprimé, plus la quantité de protéine incorporée, mesurée par la 
différence d'aire moléculaire à pression file, est grande. Malgré le fait que les 
trois derniers cycles possèdent une pression minimale identique, nous pouvons 
tout de même observer qu'il y a un accroissement du àa, différence des aires 
(0) mesuréees pour le lipide seul et le mélange lipide-protéine. Ce phénomène 
est la con équence du plus long temps passé à pression nulle, ce qui permet à 
une plus grande quantité de protéine de s'incorporer dans le film. 
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Figure 3 .... Isothermes D~ obtenues pour la PC(l8:l) et. pour le sy~me mixte PC(18:l)-
cytochrome c. Le cytochrome c fut injecté à une pression de 30 mN m- I . C'est à partir de cette 
valeur (D ref.> que six cycles expansion-compression furent amorc6s. La. pression minimale de 
chacun de ces cycles est décroissante. Sous-phase: Tampon Tris 10-3 M, pH-8,O. [cyl. cJ • 2,3 x 10-7 
M. 
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Les isothermes 6 V-a obtenues lors de la même expérience sont 
présentées à la Figure 35. Le saut de potentiel de surface, rapporté à la Section 
-4.1, est représenté pour le lipide pur et pour le système lipide-protéine. Dans 
les deux cas, ces fluctuations sont observées lorsque la pression de surface 
mesurée est nulle. L'hystérèse notée sur les isothermes 6 V -(} du système 
PC( 18: 1 )-cyt c s'accroit alors que la quantité de protéine incorporée augmente. 
En plus, le sommet observé en recompression se déplace aux aires 
moléculaires présentant l'inflexion de la courbe fi-o. Ces deux comportements 
dépeignent la solubilisation de la protéine à partir d'un certain état de 
compression déterminé par la pression de surface. 
La conversion des potentiels de surface en moments dipolaires a été 
effectuée et ces résultats sont présentés à la Figure 36. Quel est donc la 
signification de la valeur de III résultant de l'organisation de deux corps à 
l'interface? Pour deux composés insolubles étalés à l'interface air-eau, le 
potentiel de surface du mélange comprimé à une pression fi (6 V lzII) est donné 
par: 
(4.1 ) 
où Xl et X2 sont les fractions molaires des composés 1 et 2, alors que 6 V ID et 
Â VzII sont les potentiels de surface mesurés pour les corps purs comprimés à 
une pression de surface fi. Conséquemment, nous pouvons dire que le moment 
dipolaire perpendiculaire du mélange est égal à la moyenne pondérée des 
moments dipolaires des constituants. Ainsi, pour le mélange lipide-protéine, 
nous pouvons écrire que: 
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Figure 3'. Isothermes 6V-(I obteQues pour 1& PC(18:t) et pour le sys~me mixte PC(18:t)-
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Figure 36. Isothermes Il.l-O' obtenues pour la PCU8:1) et pour le système mixte PCU8:1)-
cytochrome c. Le cytochrome c fut injecté à une pression de 30 mN m- l . C'est à partir de cette 
valeur (II rer.) que six cycles expansion-com.pression furent amorcés. La pression minimale de 
chacun de ces cycles est décroissante. Les conditions expérimentales sont les mêmes que celles 
rapportées à laFig. 3". 
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(4.2) 
OÙ JI..1WI est le moment dipolaire mesuré pour le système lipide-protéine 
soumis à une pression n. Il.1LD est le moment dipolaire mesuré pour le lipide 
comprimé à cette pression, nrIl le nombre d'équivalents-résidus associés à 
chaque lipide dans le mélange et JI..1rIl le moment dipolaire par équivalent-
résidu pour la protéine comprimée dans un état n. 
C'est à cause de l'incertitude que nous avons concernant l'aire réelle 
occupée par le cytochrome c que nous devons introduire le concept 
d'équivalent-résidu. Ce concept, qui n'est pas un nombre absolu, tend à définir 
les propriétés moyennes d'aire et de JI..1 de chaque résidu d'acide aminé à 
partir des isothermes n-o et A V -0 obtenues pour les films de cytochrome c 
étalés depuis une solution éthanol:eau (2:1, v:v), Cette transformation est une 
grossière approximation de la réalité puisqu'elle postule l'équivalence de tous 
les résidus composant la protéine. Nous avons montré au chapitre précédent 
que le cytochrome c se comporte comme une monocouche insoluble de 0 à 8 
mN m- l . Au-delà de cette limite, une solubilisation progressive du film se 
produit. Ainsi. les aires moléculaires, données par équivalent-résidu, ne sont le 
reflet de la réalité qu'entre 0 et 8 mN m- l ; les valeurs mesurées au-delà de 
cette limite représentent la solubilisation et non pas la compression du film. 
Les aires par équivalent-résidu (orIl) furent estimées depuis la portion 
comprise entre 0 et 8mN m- l de l'isotherme n-o présentée à la Fig. 22 en 
divisant les aires moléculaires par 104, le nombre de résidus d'acides aminés 
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composant le cytochrome c. Au-delà de 8 mN m-1, l'aire fut considérée 
constante à 5.3 A2 (éq. résidu)-l. 
Les variables de l'Bq. 4.2 sont toutes accessibles expérimentalement. La 
valeur de P.J.L n peut être déduite de la Figure 32, la valeur de p.J.,rD est 
présentée pour divers états de compression à la Fig. 22. Pour les mêmes 
raisons présentées précédemment, les valeurs de p.J.,rD considérées pour des 
pressions de surface supérieures à 8 mN m-1 sont considérées constantes à 51 
mD (éq. résidu)-l. La seule quantité qui n'est pas accessible depuis les 
isothermes du lipide ou de la protéine est n..n. Cette quantité est calculée à 
partir de l'isotherme du mélange lipide-protéine selon la relation: 
(4.3) 
où 6a est la différence d'aire moléculaire entre l'isotherme du mélange et 
l'isotherme du lipide considérée à une pression de surface donnée, et 0,rD est 
déterminé depuis l'isotherme obtenue pour le film de cytochrome c. 
La Figure 37 présente la comparaison entre les 111 résultant de la 
transformation des isothermes 6 V -0 présentées à la Figure 35 et des valeurs 
calculées en conformité avec les Eqs. 4.2 et 4.3. Comme c'est la pression de 
surface qui régularise l'incorporation du cytochrome c dans les films de 
PC(l8:t), nous utilisons n comme base de comparaison. 
L'accord entre les valeurs mesurées et calculées est excellent lors de la 
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Figure 37. Relation entre le moment cüpo1a.iJ"e (lAi) et 1& pression de surface pour la PC(t8:t) 
et pour le sys~me milte PCClS:1)-cyt c soumis' sil cycles elpansion-compression. La figure 
présente les III mesurés et les valeurs calcul~es selon les Eqs. 4.2 et 4.3. Ces valeurs furent 
établies d'après les Figs. 34 et 3~. 
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différences moyennes de 50 mD sont observées entre les valeurs mesurées et 
calculées. En plus, ces différences sont relativement constantes du début de la 
compression jusqu'à l'éjection de la protéine. D'où provient cette différence 
observée en compression, d'un changement du moment dipolaire du lipide, de 
la protéine, ou des deux? 
En considérant une incertitude de:tl A2 molécule-1 sur les isothermes du 
lipide et du mélange, nous estimons une erreur absolue sur le moment 
dipolaire calculé variant entre 25 et 40 mD. Si cette erreur était la cause de 
l'écart, la différence serait observée autant lors de l'expansion que lors de la 
compression, or ce n'est pas le cas. En référant à la Figure 38, qui présente la 
relation qui existe entre le nombre de résidus (n~) et la pression de surface, 
nous constatons que le nombre de résidus s'acaoît lors de l'expansion et qu'en 
compression le nombre de résidus incorporés demeure relativement constant 
jusCiu'à ce que la pression de 14 mN m-l soit atteinte. Si la différence notée 
entre les ILl mesurés et calculés était seulement imputable à une mauvaise 
estimation du moment dipolaire de la protéine, l'écart serait croissant lors de 
l'expansion, alors que le nombre de résidus de protéine incorporé augmente. 
Or, cet écart n'est pas fonction de la quantité d'équivalents-résidus incorporée 
puisqu'il n'est noté que lors de la phase compression et qu'il est de même 
amplitude pour les cycles 3 et 6, alors que n~ maximal est respectivement de 
3 et 6,8 éq. résidus par lipide. Comme les informations disponibles 
présentement sont insuffisantes, ce point sera traité ultérieurement à la lueur 
de résultats complémentaires. 
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Figure 38. Relation entre le nombre d'équivalents-résidus par lipide, n..u. et la. pression de 
surface D pour le système mine PC(18:t)-cytochrome c soumis à. six cycles expaasion-
compression. Ces valeurs furent établies d'a.pns la. Fig. 34 et l'Eq. 4.3. 
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La transformation des différences notées entre les isothermes du lipide et 
du mélange lipide-protéine peuvent être exprimées, comme il est présenté à la 
Figure 38, en nombre d'équivalents-résidus associés à chaque lipide. Il est 
important de garder en mémoire que cette forme de présentation des résultats 
nous donne une vue globale de la moyenne de la quantité d'équivalents-
résidus de protéine associée à chaque lipide; elle ne nous permet aucunement 
de statuer sur l'homogénéité du mélange. 
Une expression alternative de cette quantité fut introduite par Taneva et 
coll. (1984): la fraction molaire de protéine, Xp. Cette quantité est exprimé par: 
(4.4) 
où z est le nombre de résidus composant la protéine P: np, le nombre de 
résidus de protéine et nL le nombre de lipide. Comme les aires moléculaires 
des isothermes que nous présentons sont toujours exprimées par lipide, nL 
vaut l'unité. Alternativement nous exprimerons la fraction molaire résiduelle, 
X~, par la relation: 
fi II II l = n / (n + 1) 
r r r (4.5) 
où n~ a la signification qui lui a été accordée à l'Eq. 4.3. La Fig. 39 présente la 
fraction molaire résiduelle, telle que calculée selon l'Eq. 4.5, en fonction de la 
pression de surface, pour les six cycles présentés à la Fig. 34. Cette expression 
de l'incorporation du cytochrome c dans une monocouche de PC( 18: 1 ) 
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Figure 39.Relation entre la fraction molaire de protéine,l..zt, et la pression de surface n pour 
le système mixte PC(18:1 )-cytocbrome c soumis à six cycles expansion-compression. La. protéine 
fut injectée à 30 mN m- 1 et c'est à cette m6me pression que les cycles furent amorcés. Les 
incertitudes furent calculées en considéra.nt une erreur de ± 1 A.2 molécule- 1 sur les aires 
moléculaires de la PC(18:t) et du méluge PC(18:t)-cytocbrome c déterminées aux valeurs de n 
données. Ces valeurs furent établies d'après la Fig. 3.( et l'Eq . .( .~. 
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décompression, pour des pressions inférieures à 20 mN m-1, la fraction molaire 
résiduelle croit constamment jusqu'2 atteindre un maximum au point 
d'inversion du cycle. Lors de la compression, la fraction molaire résiduelle 
demeure relativement constante depuis la pression minimale jusqu'2 14-1 S 
mN m-1, endroit à partir duquel elle décroît rapidement jusqu'à zéro. 
Considérant l'incertitude sur la valeur de IrD. cette quantité redevient nulle 
entre 20 et 2S mN m-1. 
La Fig. 39 inclut les incertitudes qui correspondent à une variation de t 1 
Al molécule -1 sur les isothermes du lipide pur et du mélange lipide-protéine. 
Cet écart est représentatif de l'erreur expérimentale sur la détermination de 
l'aire moléculaire. L'incertitude se fait d'autant plus importante que la 
différence âa est faible. En moyenne, l'incertitude relative sur une fraction 
molaire résiduelle de 0,20 est de t 1 001. 
Le comportement distinct du système PC( 18: 1 )-cyt c lors de l'expansion 
ou de la compression provient du fait qu'une fois incorporée, la protéine 
demeure stabilisée dans le film. Cette stabilisation provient soit de 
l'interaction entre la protéine et le lipide, soit de la simple tendance que 
possède le cytochrome c à s'adsorber aux interfaces. Cependant, ce système 
lipide-protéine présente un comportement distinct du film de cyl c pur 
puisque la pression d'éjection du film mixte est de 14 mN m-1, alors qu'elle 
était de 8 mN m-1 pour le film protéique. Dans les deux cas, l'éjection de la 
protéine est complete au-delà de il= 23 mN m-1. 
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Afin de pouvoir statuer sur la miscibilité de la protéine dans le film de 
lipide, deux étapes sont requises: la vérification de la position du collapse 
apparent pour des fractions molaires différentes et la vérification de la loi 
d'additivité des aires moléculaires, Le premier critère veut, en accord avec la 
loi des phases de Crisp, que la position du collapse apparent ne dépende pas 
de la fraction molaire des deux composés pour un mélange immiscible, En plus, 
la monocouche dans laquelle les composants sont immiscibles doit obéir à la loi 
d'additivité : 
(4.6) 
où Al2 est l'aire du mélange à une pression II, Xl et X2 sont respectivement les 
fractions molaires des constituants 1 et 2 qui composent le mélange, Al et A2 
les aires moléculaires de ces composés purs à une pression II. 
Même si pour le mélange PC( 18: 1 )-cyt c, la pression de surface où se produit 
l'éjection de la protéine du film de lipide demeure inchangée alors que la 
concentration interfaciale de protéine augmente, nous devons appliquer la 
conclusion présentée précédemment avec beaucoup de prudence. La règle des 
phases de surface de Crisp prédisant que la position du collapse est invariable 
pour un mélange immiscible est établie en considérant que les deux composés 
du mélange sont confinés à l'interface. Il se trouve que la protéine peut 
sélectivement se partager entre l'interface et la sous-phase, La seconde façon 
de statuer sur l'homogénéité de répartition des deux composés consiste à 
vérifier si le système obéit ou non à la loi d'additivité des aires moléculaires. 
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Encore ici, un problème se pose car l'équation 4.6 prévoit que les deuI 
constituants demeurent constamment à l'interface. Nous avons montré que la 
concentration interfaciale du cytochrome c dépend, notamment, de la pression 
de surface et de l'histoire du système. Nous tenterons de développer un 
formalisme permettant de discerner si la présence de la protéine à l'interface 
lipide-eau est régie par la simple adsorption de la protéine (le système serait 
alors vraisemblablement immiscible) ou par l'interaction prenant place entre 
la protéine et la monocouche lipidique (système miscible). 
4.2.2.1 La miscibilité du cytochrome c dans les couches 
monomoléculaires de PC( 18: Il. Nous avons présenté les raisons qui rendent 
impossible l'application de la règle des phases et de la loi d'additivité des aires 
moléculaires au système PC(l8:1)-cyt c. Ces deuI traitements visent à 
déterminer la miscibilité du mélange formé à l'interface. Nous avons déjà une 
raison de croire qu'une interaction se produit entre les deuI composés. En 
effet, lorsque le cytochrome c constitue un film pur, il se désorbe à 8 mN m-1, 
alors que cette valeur passe à 14 mN m-1 dans le cas du système milte 
PC( 18: 1 )-cyt c. La différence entre ces deuI limites d'éjection constitue une 
première preuve de la stabilisation du cyt c dans la monocouche de PC( 18: 1 ); 
si le système était immiscible, la pression eItérieure eIercée par le film de 
PC(l8:1) sur les îlots dispersés de cyt c serait suffisante pour provoquer, au-
delà de 8 mN m-1, l'éjection de la protéine. De plus, des études de microscopie 
électronique de systèmes lipide-protéine miltes tendent à montrer que la 
miscibilité des mélanges lipide-protéine est régie par la nature de l'état 
physique du lipide (Cornell et Carroll (t 983; 1985). Ces auteurs rapportent 
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que les mélanges lipide-protéine sont immiscibles lorsque le lipide présente 
un état condensé, alors que la miscibilité est parfaite pour les lipides expansés 
tel la PC( 18: 1). Est-il possible de tirer des conclusions supplémentaires 
concernant la miscibilité du mélange PC(t8:1)-cyt c? 
Les équations 4.2 et 4.3 décrivent le moment dipolaire d'un film mixte 
lipide-protéine comme la somme du Jl.l du lipide seul et du Jl.l de la protéine. 
Ainsi, si nous déterminons à un n donné la différence entre le Jl.l du système 
lipide-protéine (Jl.tYI) et du lipide seul (Jl.Ln ), nous obtenons le 6p.l provenant 
de la contribution de la protéine. Conformément aux équations précédemment 
établies, la différence 6p.LP-Ln = Jl.tYI - Jl.Ln sera reliée au JI.! par équivalent-
résidu et au nombre de résidus par: 
(4.7) 
La Figure 40 présente la différence des moments dipolaires 6fLLP-Ln en 
conformité avec l'Eq. 4.7, en fonction de la pression de surface d'un film 
PC( 18: 1 )-cyt c sQumis à un cycle compression. Nous avons également inclus la 
courbe Jl.l-n obtenue pour un film de cyt c pur. De cette figure, il est évident 
que la solubilisation de la protéine dans la sous-phase se fait à des pressions 
différentes en fonction de la nature de l'interface. Ce résultat suggère la 
miscibilité du film. 
Nous avons mentionné que la loi d'additivité peut également permettre 
de statuer en ce qui concerne la miscibilité du mélange. Nous avons exposé les 
raisons qui rendent ce principe inapplicable aux monocouches mixtes lipide-
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protéine. Il s'avère cependant qu'il serait utile de déterminer l'énergie libre de 
stabilisation du cytochrome c dans une monocouche de PC( 18: 1). 
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Figure ",O. Comparaison entre l'isotherme l'rD du cytochrome c adsorbé à l'interface 
air-eau <l'lProt) et celui incorporé dans une monocouche de PC(1S:1). âJlLP-L n . Les 
moments dipolaires perpendiculaires sont donnés pour divers états de compression des 
films. 
Il est possible pour des monocouches mixtes constituées de composés 
présents exclusivement à l'interface air-eau de mesurer l'énergie libre en 
excès résultant de l'interaction entre les deux composés. Cette mesure, ÂGmélD, 
représente la différence d'énergie libre existant dans l'interaction des 
constituants 1 et 2 par rapport aux interactions homogènes du type 1-1 et 2-2. 
Il est important de comprendre qu'une valeur de ÂGmélD nulle ne signifie pas 
Qu'il n'y a pas d'interaction entre les deux constituants, mais bien Que les 
interactions du type 1-2 ne sont pas différentes des interactions homogènes. 
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L'énergie libre de mélange en excès, AGméln, est définie comme l'intégrale 
de zéro à fi de la différence entre l'aire mesurée pour le mélange (012) et la 
moyenne pondérée de l'aire des deux composés purs. Plus pratiquement, cette 
relation s'exprime: 
(4.8) 
OÙ Xl et X2 sont les fractions molaires du composé 1 et 2. 01 et 02 les aires 
moléculaires des composés 1 et 2 à la pression ll. Tout comme la règle des 
phases de surface de Crisp, cette relation est valable dans la mesure où les 
composés ne sont présents qu'à l'interface. Comment découler un formalisme 
applicable à l'incorporation réversible d'un constituant pouvant sélectivement 
se partager entre la sous-phase et la monocouche? 
Le système que nous avons considéré est illustré à la Fig. 41 . La section 
(A) présente le travail qui doit être effectué afin de comprimer un lipide 
depuis une pression de surface llmiD. jusqu'à une valeur llmu (AGcomp L 
nmin-tIImu). Comme aucun effet d'hystérése n'est observé lorsqu'un film de 
PC( 18: 1) est soumis à des cycles compression-expansion ayant une pression 
maximale inférieure au collapse, nous pouvons écrire: 
IImu 
nmin-tIImu . nmax-tIImin J 
AG - -AG -" dn comp L exp L IIm.in L 
(4.9) 
OÙ OL est l'aire du lipide considérée à une pression n. Le travail de 
compression étant l'inverse du travail d'expansion (AGexp L nmu....umin), le 
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Figure 41. Représentation schématique des diverses phases d'incorporation d'une 
protéine dans une monocouche lipidique et de la correspondance du travail requis. La 
première phase consiste à comprimer le lipide de 0 à n mN m- t (A). Les phases 
d'expansion et de compression du film lipide-protéine sont présentées en (B) et (C). La. 
différence d'énergie entre les deux aires correspond à l'énergie de stabilisation de 1& 
protéine dans la. couche lipidique (D). 
signe inverse du travail d'expansion provient de la convention de signe établie 
de telle sorte qu'en expansion l'incrément dn est négatif. Pour le système 
mixte soumis à une expansion, le travail fourni par le système (~Gexp LP 
Dmax-+IImin) est composé de deux contributions: le travail d'expansion du 
lipide et le travail d'incorporation de la protéine (~Gi pDma.x-+IImin). Ainsi: 
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Umjl1 
UmU.....umil1 Umu.....umjl1 Umu.....umi11 J 
âG LP - âG L + âG. P - 0 LP dn exp exp 1 exp 
Umu 
(4.1 0) 
alors que oexp LP est l'aire du système lipide-protéine lors de l'expansion. Le 
cycle est complété alors que la compression du système milte est effectuée. 
Pour cette opération, le travail de compression du système lipide-protéine 
(âGcomp LP Umin....nmu) comporte d'une part le travail de compression du lipide 
et d'autre part le travail d'éjection de la protéine (âGé P umil1....nmu). Nous 
pouvons écrire: 
Dmu 
Umin....nmu umil1....nmu umi11....nmu J 
âG = âG + âG = (} dn 
comp LP comp L é P . camp LP 
Dm11l 
(4.11) 
où 0comp LP est l'aire moléculaire mesurée pour le système lipide-protéine lors 
de la compression. Lors d'un cycle expansion-compression qui possède pour 
origine et arrivée une même valeur de naw:, le travail d'expansion et de 
compression du lipide s'annule. Ainsi) le travail utilisé afin de compléter le 
cycle correspond à la différence d'énergie entre les formes incorporée et 
solubilisée de la protéine. Ce travail, qui correspond à l'énergie de stabilisation 
de la protéine dans le film (âGsta. pl, est donné pour un cycle complet 
incorporation-éjection par: 
Umu 
Umi11.....umu Umi11.....umu J 
âGsta P - âGé P + âGj P - . (0 comp LP - 0 exp LP) dn (4.12) 
UJIUJl 
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Cette procédure permet donc de mesurer la différence d'énergie entre les 
formes adsorbée et solubilisée de la protéine en considérant les cycles 
incorporation-éjection complets. Ce formalisme ne prévoit pas de pondération 
pour la fraction de protéine incorporée dans le film. C'est simplement que 
l'énergie d'excès mesurée sera proportionnelle à la quantité de protéine 
incorporée et, comme nous l'avons vu, cette valeur dépend de la pression 
minimale du cycle. Nous avons mesuré l'aire présentée à la Figure 41(D) pour 
l'ensemble des expérience expansion-compression menées avec le système 
PC( 18: 1 )-cyt c. Ce tableau regroupe les résultats obtenus pour 36 cycles 
compression-expansion ayant 30 mN m- l comme il max et des il min variant 
entre 21 et 0 mN m- l. Le choix de 30 mN m-l comme pression maximale nous 
assure qu'à la fin du cycle, la totalité de la protéine est présente dans sa forme 
solubilisée. 
La Figure 42 présente la relation existant entre l'énergie de stabilisation 
et le nombre de résidus associés par lipide. La pente de cette relation linéaire 
est de 250 J mol lipide (mol éq.résidus)-l. Une énergie de cette amplitude ne 
dépeint sûrement pas une interaction forte. Parmi les interactions faibles 
gouvernant la structure des molécules biologiques, l'énergie hydrophobe est 
d'importance. Cette énergie résultant de la maximisation des contacts entre les 
groupements hydrophobes est un des principes moteurs de l'insertion des 
protéines membranaires dans la matrice lipidique. Indépendamment de la 
nature des groupements non-polaires. cette énergie est estimée à 105 J mol-1 
pour chaque A2 transféré d'un milieu polaire à un milieu non-polaire 
(Reynolds et coll. (t 974); Chothia (t 974)). Si l'énergie que nous venons de 
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rapporter correspond à la stabilisation d'un résidu par effet hydrophobe, nous 
pouvons estimer qu'en moyenne chaque résidu n'expose que quelques A2 de 
sa structure (en fait 1 ~ de la surface). De plus, ces valeurs sont maximales car 
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Figure 42. Relation existant entre l'énergie libre de stabilisation du cytochrome c 
iAcorpor6 dans une monocouche de PC(18:1) et le nombre d'équiv&1eats-r6sidus associés 
par lipide. La peate de la reJatioa est de 2~O J mol lipide (mol. éq. résidus)-I . 
4.2.2.2 Confrontation des concentrations interfaciales de protéine 
estimées par différence des isothermes D-o et Par radioactivité de surface. 
Nous avons rapporté une façon d'estimer la concentration interfaciale du 
cytochrome c en comparant, à pression de surface fixe, les aires obtenues pour 
le lipide seul et le système mixte lipide-protéine. Afin de quantifier cette 
concentration, nous avons recours ~ l'isotherme D-o obtenue pour un film de 
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protéine. L'incertitude que nous avons sur la détermination de la concentration 
interfaciale par cette méthode provient du fait que nous ne pouvons être 
certain que tout le matériel demeure à l'interface lors de la fabrication du film 
protéique. Ainsi, une sous-estimation de l'aire moléculaire réelle de la protéine 
entraîne une surestimation de la concentration interfaciale de protéine. Après 
calibration du détecteur de radioactivité, il est possible de déterminer la 
concentration interraciale du (1"<:] cytochrome c dont l'activité spécifique est 
connue. Nous avons entrepris de comparer les concentrations interfaciales 
déterminées par les deux méthodes. 
La Figure 43 présente les isothermes n-o et f-o obtenues pour le système 
PC(18:1)-[1"<:] cyt c soumis à sil cycles expansion-compression originant de 
n=30 mN m-1. Ces résultats donnent une confirmation directe de 
l'incorporation réversible du cytochrome c dans une monocouche de PC(18: 1). 
Comme nous l'avons précédemment précisé, l'incorporation de la protéine est 
régie par la pression de surface. En décompression, lorsque la pression de 
surface est abaissée en deçà de 20 mN m-1, la protéine s'incorpore dans le film. 
Lorsque suite à l'expansion une compression est accomplie, la concentration 
interfaciale de la protéine augmente, jusqu'à un point où elle retombe sur la 
valeur obtenue à la pression de référence du cycle. Comme il est montré à la 
Figure 43, plus la pression minimale du cycle est faible, plus la quantité de 












50 70 90 11 0 1 30 1 50 1 70 1 90 
..... i .... l ..... l ..... l ..... l ..... ~ ..... l ..... L .... L .... L ..... L ..... ~ .•.... ~ ...... ! .. ... . 





















90 11 0 130 150 1 70 1 90 50 
0' (AA2/molécule) 
70 90 11 0 1 30 150 1 70 1 90 
0' (AA2/molécule) 











.....•.....•.....•.....•.....•.....•... . L ... L. ... : ...... : ...... : ...... : ...... : ...... : ..... . 





















50 70 90 11 0 130 150 170 190 50 70 90 11 0 130 150 170 190 
/""\. 
O OQ N 








50 70 90 11 0 1 30 1 50 170 1 90 50 70 90 11 0 1 30 150 1 70 1 90 





50 70 90 110 130 150 170 190 50 70 90 110 130 150 170 190 
(A"2/molécule) (A"2/molécule) 
Figure 43. Isothermes D-cr et T-cr obtenues pour 1& PC(t8:t) et pour le système PC(t8:t)-[ t1C) 
cyt c soumis Il. six cycles expansion-compression opérés depuis une pression de surface de 
r6férence de 30 mN m- 1. Le rendement du détecteur de radioactivité était de 21 ~ et t'activité 
spécifique du (11CJ cytochrome c de 4.3 l'Ci mmot- I . Sous-phase: Tampon Tris-BC11o-3M. pH-8.0. 
[cyt cl -2.7 x lo-7M. 
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Même à 30 mN m-1, la concentration de surface du cyt c n'est jamais nulle. 
La concentration de protéine déterminée à la pression de référence croît de 
0,020 à 0,035 p,g cm-2 du cycle 1 au cycle 6. Ce signal provient de la protéine 
présente dans la couche d'eau voisine de l'interface. Le pouvoir de pénétration 
du p- de 0,156 MeV, l'énergie maximale du rayonnement du 14(:, est de 300 
l1m dans l'eau (Neame et Homewood (1974)). Ainsi, la protéine présente à 
moins de 300 )lm de l'interface contribue à la mesure de radioactivité de 
surface. Le fait que la radioactivité de base s'accroît au fur et à mesure que les 
cycles sont opérés dénote un enrichissement de la phase sous-jascente à 
l'interface. En fait, nous croyons qu'une fois éjectée de la monocouche, la 
protéine demeure présente sous la couche de lipide dans une phase enrichie 
en protéine. 
Afin de comparer les concentrations interfaciales déterminées par la 
mesure du Âa et par radioactivité de surface, nous avons retranché de la 
mesure de radioactivité le seuil de concentration mesuré à la pression de 
référence (30 mN m-1). Les valeurs de r corrigées furent, par la suite, 
converties en résidus de protéine par lipide, nr. A la Figure 44, ces valeurs 
sont comparées avec les valeurs déterminées selon l'Eq. 4.3. Il apparaît que les 
valeurs mesurées par radioactivité sont en accord avec les valeurs 
déterminées par comparaison des isothermes fl-o à :t 0,5 résidu lipide- l . Ce 
résultat permet de conclure que l'isotherme référentielle du cytochrome c 
présente des aires moléculaires proches des valeurs réelles. 
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Figure «. Comparaison des valeurs de nrD déterminées par mesure de radioactivité 
(Radioactivité) et. par comparaison des isothermes D-cr obtenues pour Je lipide et. le 
mélange lipide-protéine (Densimétrie). Cette comparaison est. faite pour la série de cycles 
expansion-compression originant. de 30 mN m- t présentée à. la Fig. .(3. Les valeurs 
déterminées par radioactivité furent corrigées en retranchant. le niveau de base mesuré 
pour le film comprimé à 30 mN m- t . 
Une différence entre les isothermes expansion-compression rapportées 
pour les systèmes PC(18:1)-cyt cet PC(18:1)_[14C) cyt c est cependant notée. 
Dans le cas du système PC(18:1)-cyt Ct nous avons déterminé que le 
cytochrome c est éjecté de la couche lipidique alors que n~ 14 mN m-1. Dans le 
cas où nous utilisons la protéine marquée, cette pression d'éjection est abaissée 
à 12 mN m-1. Cette différence peut être imputable à la modification chimique 
subie par la protéine lors de son marquage. 
4.2.3 Les cycles compression-expansion multiples opérés depuis faible 
pression de surface. Le comportement interfacial du cytochrome c soumis à 
des cycles compression-expansion-compression est différent si ces cycles sont 
amorcés depuis faible ou forte pression de surface. Alors que les cycles sont 
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opérés depuis une faible pression de surface, la pression à laquelle le 
cytochrome c est exclu de l'interface augmente. Cet effet peut être la cause 
d'un enrichissement de l'interface en résidus hydrophobes ou d'une 
modüication chimique ou physique de la protéine adsorbée. Plus couramment, 
le second processus est dénommé dénaturation de surface des protéines. Ce 
processus, lorsqu'il est effectif, se produit aux faibles pressions de surface. 
Nous avons voulu vérüier si l'influence de la pression de surface de référence 
se manifeste également pour les systèmes mixtes PC( 18: 1 )-cyt c. 
Les isothermes fi-a présentées à la Figure 45 ont été obtenues alors qu'un 
système mixte PC(t8:t)-cyt c fut soumis à dix cycles compression-expansion 
originant de faible pression de surface. A cause de l'incorporation continue de 
protéine à l'interface, la pression de référence n'a pu être maintenue 
constante. Des cycles 1 à 10, elle passe de 3,0 à 7,2 mN m-l. La seule déviation 
est notée au dernier cycle (cycle 10) alors que la pression de référence est 
moindre que celle du cycle précédent. Probablement qu'à ce point, l'adsorption 
du cyl c dans le compartiment de référence commence à être non-négligeable. 
Nous estimons que les pressions de surface rapportées pour le dixième cycle 
sont sous-évaluées d'environ 1 mN m- l . Pour cette raison, les cycles furent 
stoppés. Nous pouvons remarquer que l'effet d'hystérèse traduisant 
l'incorporation-éjection réversible de la protéine n'est pas noté avant qu'une 
pression de 15 mN m-l soit atteinte en compression. En deçà de cette limite, le 
travail fourni au système ne sert qu'à comprimer le film mixte. Au-delà de 
cette limite, l'apparition de l'hystérèse dénote qu'une partie du travail sert à 
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Figure 45. Isothermes n-a obte4ues 90ur la PC(18:t) et. 90ur le système mixte PC(18:t)-
cytochrome c soumis à 10 cycles compression-expansion opérés depuis faible pression de 
surface. Les limites sU9érieures de compressio4 des cydes 1 à. 10 S04t. respectiveme4t. 4.0; 6.8; 
9,6; 12,4: 15.1; 16.4: 17,5: 19,0: 21.0 et 22.6 mN m- I . Sous-phase: Tampon Tris-HCI lo-3M, pH-8,O. 
Température: ZUt l·C. (cytc]. 2,3110-7 M. 
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totalité de la protéine est éjectée au-delà de 23 mN m-1, il en est autrement ici. 
Il est possible de constater à la Figure 46 que la fraction molaire résiduelle 
demeure importante, même lorsque le film est comprimé à 22,6 mN m-1. De 
plus, l'ampleur des hystérèses est moindre que ce qui fut rapporté pour les 
cycles originant d'un n référentiel de 30 mN m-1 (voir la Fig. 39). Ce 
comportement des films comprimés depuis un faible n de référence suggère 
qu'une fraction de la protéine est plus fortement ancrée, voire immobilisée à 
l'interface. Tout comme pour les films composés uniquement de cyt c, ce 
comportement peut réfléter un repartitionnement de la protéine à l'interface 
ou sa dénaturation. 
Les moments dipolaires de surface mesurés et calculés, en conformité 
avec les Eqs. 4.2 et 4.3, sont comparés à la Figure 47. Les valeurs mesurées 
sont légèrement supérieures aux valeurs calculées pour les quatre premiers 
cycles. A compter du moment où l'hystérèse se fait importante, il existe un bon 
accord entre les valeurs mesurées et calculées. Cet accord est représentatif du 
fait que le comportement du système binaire peut grossièrement être décrit 
comme la somme des comportements des corps purs. Cette constatation est en 
accord avec l'observation que l'énergie d'interaction entre les deux composés 
est très faible. Il est également notable que même au-dessus de 20 mN m-1, 
les moments dipolaires du mélange PC( 18: 1 )-cyt c et du lipide pur ne se 
superposent pas. Même si la différence n'est pas énorme, ce comportement est 
• distinct de celui rapporté à la Fig. 37. La limite inférieure où se prodUit 
l'éjection de la protéine est approximativement la même dans les deux cas. 
La distinction existant entre les cycles opérés depuis faible et forte pression 
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Figure .7. Comparaison entre les moments dipolaires III mesurés et. calculés pour les dix 
cycles compression-expansion rapportés à la Fig .• 5. Le moment. dipota.ire de la PC(t8:t) aux 
diverses pressions de surface est indiqué par la droite. 
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de surface ne se fait pas sentir au début de l'expulsion mais à la toute fin. 
Lorsque la protéine est gardée à faible pression de surface, elle demeure plus 
fortement ancrée à l'interface et à la monocouche lipidique. 
Ce comportement distinct du système mixte, qui dépend du fait que le 
film est gardé à forte ou faible pression de surface, est d'intérêt puisque la 
majorité des études visant à caractériser l'incorporation des protéines sur les 
couches lipidiques sont menées à faible pression de surface sur des périodes 
de quelques heures. Nos résultats indiquent que la réversibilité de 
l'incorporation est préservée dans le temps alors que le système est laissé à de 
fortes pressions de surface. Ainsi, nous croyons qu'une altération non-
négligeable des propriétés de surface des protéines prend place lorsque 
l'incorporation d'une protéine est étudiée par les méthodes conventionnelles. 
4.3 Conclusion 
Le système PC( 18: 1 )-cyt c représente un système binaire dont 
l'incorporation de la protéine dans la phase lipidique est régie par la pression 
de surface du film. Autant les mesures de pression, de potentiel que de 
radioactivité de surface démontrent qu'en décompression, la protéine est 
graduellement incorporée dans le film à des pressions inférieures à 20 mN 
m-1; plus la pression de surface est élevée, plus la quantité de protéine 
incorporée est importante. En recompression, la concentration de protéine, 
exprimée en protéine/lipide, demeure relativement constante de 0 à 14 mN 
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m- l. Au-delà de cette pression, la protéine est graduellement expulsée dans la 
sous-phase. A 20 mN m-1, la protéine est complètement exclue de l'interface. 
De légères différences entre les isothermes ellipsométriques du lipide seul et 
du mélange comprimé au-delà du seuil d'expulsion de la protéine suggèrent 
que la protéine, une fois éjectée du film, est présente dans une phase 
adjacente à la monocouche. Cette phase enrichie permet une incorporation de 
la protéine lors d'une expansion subséquente. 
Le fait que la position du point d'éjection de la protéine ne soit pas 
dépendant de la fraction molaire résiduelle pose le problème de la miscibilité 
du mélange. Une fois incorporée, la protéine est stabilisé dans le film jusqu'à 
une pression de 14 mN m -1, mais cette stabilisation est-elle le reflet de 
l'interaction entre le cyt c et la PC( 18: 1) ou résulte de la simple tendance que 
possède le cyl c de s'adsorber à l'interface air-eau ? Déjà, nous devons 
constater que les pressions limites d'éjection sont différentes pour le cyt c à 
l'interface air-eau (8 mN m-1) et pour le cyl c à l'interface PC(18: 1)-eau (14 
mN m-1). Cette différence est également traduite par les isothermes P-l-n et les 
mesures de radioactivité de surface (à la distinction près que le (l.f(:)cyt c est 
exclu du film de PC( 18: 1) à 12 mN m-1). Le calcul de la différence de travail 
présentée par le cycle d'hystérèse nous permet de vérifier que l'énergie 
d'éjection est proportionnelle au nombre d'équivalents-résidus associés par 
lipide. Cette énergie est estimée à 250 J mol lipide (mol éq. résidus)-l. La 
procédure utilisée afin d'évaluer l'énergie de stabilisation est inédite et peut 
être appliquée à d'autres systèmes qui présentent une incorporation 
réversible d'une protéine dans une monocouche lipidique. Une telle 
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incorporation régularisée par la pression de surface est rapportée pour les 
systèmes PC (16:0 )-albumine sérique (Taneva et coll. (1984)) et dilauroyl-
phosphatidylglycérol-cardiotoxine IV (8ougis et coll. (1987)). Ces résultats 
démontrent que même si l'énergie de stabilisation est faible, le mélange 
PC(18:1)-cyt c est miscible entre 0 et 23 mN m-1. 
L'interaction hydrophobe est le principe moteur de l'incorporation des 
protéines dans les membranes (Jahnig (1983)). Cette énergie de contact est 
évaluée à 105 J mol-1 A-2. En considérant l'énergie de stabilisation pour la 
totalité d'une protéine, nous trouvons qu'en terme d'énergie hydrophobe ce 
processus correspond à l'enfouissement d'une surface de 250 A2 par protéine. 
A quoi peuvent correspondre 250 A2 dans une structure aussi complexe que 
celle du cytochrome c ? Sans statuer sur la spécificité fonctionnelle de 
l'interaction entre le cyt c et la phase lipidique, nous ferons deux 
comparaisons. La surface du groupement hème compris dans le cytochrome c 
est légèrement supérieure à 140 A2 molécule-l. L'enfouissement de ce 
groupement correspond donc au transfert d'une surface supérieure à 280 A2. 
En étudiant l'incorporation des protéines dans les membranes, il est courant de 
considérer l'incorporation des hélices-a dans les couches lipidiques (Kennedy 
(1978); jahnig (1983)). En considérant un rayon de 2,5 A, une hélice a doit 
avoir une longueur de 12 A afin de présenter une surface de 250 A2. Ces deux 
comparaisons visent à montrer qu 'il est raisonnable de penser que l'énergie 
hydrophobe soit responsable de l'incorporation du cytochrome c dans une 
couche monomoléculaire de PC( 18: 1 ). 
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Nous avons utilisé un formalisme permettant d'exprimer le moment 
dipolaire perpendiculaire du mélange lipide-protéine comme la somme 
linéaire de la contribution du lipide et de la valeur de la protéine pondérée 
pour sa fraction molaire , Cette approche suppose que l'orientation du lipide et 
de la protéine est, pour l'ensemble des pressions de surface, la même que celle 
retrouvée dans des films constitués des corps purs, Cependant, une 
particularité fut observée, Pour l'ensemble des cycles lorsqu'il y a 
incorporation de protéine, l'accord entre les valeurs mesurées et calculées est 
excellent pour l'expansion, alors que pour la compression, les valeurs mesurées 
sont supérieures d'environ 50 mD aux valeurs calculées. Quoique cet écart est 
de l'ordre de grandeur de l'erreur expérimentale, sa présence uniquement lors 
de l'expansion, de même que son indépendance avec la concentration de cyt c 
pose un problème. Une représentation schématique de la contribution de la 
protéine et du lipide au J11 total est donnée à la Figure 48. Nous avons 
également inclus sur cette figure l'inclinaison moyenne que le lipide présente 
par rapport à l'axe z. Ces valeurs furent déterminées par simulation de 
l'isotherme ellipsométrique de la PC(18: 1) (Ducharme (1987)). D'une part, nous 
pouvons constater que le moment dipolaire mesuré pour les divers états de 
compression du lipide n'est pas la simple contribution de la projection du 
moment dipolaire global sur l'axe z. Ainsi, si nous considérons le J11 comme 
étant la seule contribution du moment dipolaire moléculaire, ce dernier serait 
de 960 mD à 30 mN m- l , alors qu'il serait de 1920 mD à 0 mN m- l . Il est 
certain que le changement du potentiel de référence, causé par l'interaction 
entre les molécules d'eau adjacente au film et les molécules de lipide, contribue 
de façon non-négligeable au potentiel de surface. Si la différence entre les 
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o Figure 48. Representation 
schématique des deux composantes 
M qui contribuent au moment dipolaire 
p total du système binaire PC(18:t)-cyt 
c soumis à divers états de 
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III mesurés et calculés est provoquée par une influence de la protéine sur le 
lipide, cet effet doit être croissant avec l'augmentation du nombre de résidus 
associés par lipide. Or il s'avère que, pour la phase compression des cycles 3 à 
6 présentés à la Figure 37, l'écart entre les III mesurés et estimés est constant 
à environ SO mD, alors la concentration résiduelle maximale passe de 3 à 6,8 
éq.résidus lipide-1. Ce comportement peut refléter que lorsqu 'il y a 
incorporation de la protéine, les III du lipide et de la protéine sont couplés et 
ne présentent pas la même valeur à une pression de surface donnée que les 
corps purs. Le fait que l'amplitude de cet écart ne soit pas affectée par la 
quantité de protéine associée par lipide pose cependant un problème qui reste 
à élucider. 
La dénaturation de surface est un ancien problème qui est abordé dans 
de nombreux articles (Neurath et Bull (1938); Bull (1947); Cheesman et Davies 
(t 954); Trurnit (t 960)}. En voulant définir la dénaturation de surface des 
protéines, Neurath et Bull (1938) mentionnent que" le terme dénaturation est 
utilisé afin de dénoter un profond changement structural de la protéine, et 
implique un changement de la conformation moléculaire d'un état condensé à 
un état plus relâché". En fait, selon cette définition, à partir du moment où il y 
a organisation d'une protéine à l'interface air-eau, il y a dénaturation de celle-
ci. Ce type d'altération touche principalement la fonctionnalité de la protéine; 
conséquence directe de la modification des niveaux supérieurs de structure de 
la protéine. Dans le cas qui nous intéresse, nous avons vu que ladite 
dénaturation du cyt c adsorbé sur une monocouche de PC( 18: l) est un 
mécanisme réversible. Cependant un processus altérant la réversibilité de la 
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dénaturation est effectif lorsque le système est laissé à des faibles pressions 
de surface. Nous croyons que l'apparente irréversibilité de ce second 
mécanisme convient mieux à l'idée conventionnelle du mécanisme de 
dénaturation de surface des protéines. Cette modification de la protéine 
adsorbée peut être causée par une modification chimique (entendre 
polymérisation) ou un changement structurel du film. Ce dernier mécanisme 
présente une certaine similitude avec la propriété qu'ont certaines protéines 
de former des coagulums à l'interface air-eau (Bull (1947». 
CHAPITRE 5 
LE SYSTEME BINAIRE CHLOROPHYLLE A-CYTOCHROME C 
5.1 Les propriétés interfaciales de la chlorophylle a 
Les isothermes II-o et ll. V -0 obtenues pour la chlorophylle ~ déposée à 
l'interface air-tampon en utilisant le benzène comme solvant d'étalement sont 
présentées à la Figure 49. La déviation maximale par rapport à l'isotherme 
moyenne est de t 5 A2 molécule- l . La différence retrouvée pour un ensemble 
de mesures effectuées à partir d'une même solution-mère est d'au-plus 2 A2 
molécule- l . C'est des diverses préparations que provient l'erreur de t 5 A2 
molécule-1 observée pour les isothermes II-o . La déviation maximale par 
rapport à l'isotherme moyenne de potentiel de surface est de t 15 m V. 
Tout comme la PC( 18: 1 ), la chlorophylle ~ présente le comportement d'un 
film présent dans un état liquide eIpansé. De même, le potentiel de surface 
mesuré avant le point de montée de la pression de surface est instable entre 0 
mV et un maIimum voisin du potentiel stable mesuré au point de montée. Ce 
comportement laisse présager que le film est inhomogène dans l'état relâché. 
Aussitôt le point de montée atteint, le potentiel de surface devient stable. Le 
film de ch! a peut être comprimé à une pression maIimale de 28 mN m-l, 
endroit où est observé le collapse du film. Le processus de collapse est 
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Figure <f9. lsothermesU-G et6V-cr obtenues pour la chlorophylle 1. étalée "l'interface 
air-tampon Tris lO-3M. pH-8,O. Les expériences ont été faites sous éclairage vert tamisé. 
La chlorophylle fut étalée .. partir d'une solution de benzène. La température fut 
maintenue" 20 tl· C. Vitesse de compression de 6 A2 molécule- I min- t. 
phy= 
C phlJ 3 
1 
C phI) 11 
l 
Figure '0. Représentation de la structure chimique de la chlorophylle .. Pour le besoin 
de l'illustration, la molécule a été scindée en deux parties: l'anneau porphyrique et la 
chaine phytyle (tiré de Katz et coll. (1978» 
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La structure chimique de la chlorophylle .l est présentée à la Figure 50. 
La surface de l'anneau porphyrique de la chlorophylle .l est évaluée, en 
utilisant un modèle CPK, à plus de 200 A2 molécule- l. Comme le point de 
montée de n se situe à 135 A2 molécule-l, il apparaît que dans cet état de 
compression. l'anneau porphyrique est incliné par rapport au plan de 
l'interface. Nous présentons à la Figure 51 deux modèles d'organisation 
proposés pour la chlorophylle a organisée à une interface milieu polaire/milieu 
apolaire (Brasseur et coll. (1984». Pour ces deux modèles, les auteurs 
considèrent que le plan de la tête porphyrique forme un angle de 45· avec le 
Figure 51. Représentation schématique de l'orientation possible de la molécule de 
chlorophylle 1: à l'interface air-eau. Dans le premier modèle, la totalité de l'anneau 
porphyrique est immergée dans la sous-phase alors que le second modèle permet à celui-
ci de se positionner dans le milieu aérien (tiré de Brasseur et coll. (198<4». 
plan de l'interface. Nous favorisons le second modèle puisqu'il permet à une 
portion importante du cycle porphyrique d'interagir avec le milieu apolaire. Ce 
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faisant, une portion de la queue phytyle se trouve entraînée dans la sous-
phase. Il faut cependant garder en mémoire que la portion de la chaîne 
phytyle présente dans le milieu aqueux, de même que l'anneau V du cycle 
porphyrique (Figure 50), comportent des groupements carbonyles et 
carboxyles hydrophiles. Comme les groupements qui interagissent avec la 
sous-phase sont essentiellement les mêmes dans les deux cas, la différence 
énergétique entre ces deux formes repose essentiellement sur la différence 
d'aire hydrophobe exposée au milieu aqueux. Nous avons grossièrement 
estimé à l'aide d'un modèle CPt( que la forme 2 expose environ 60 A2 de moins 
de sa portion hydrophobe que la forme 1. Tel que proposé par Chapados et 
Leblanc (1983), cette configuration offre également la possibilité aux 
molécules de chlorophylle ~ de former un réseau bidimensionnel où les 
anneaux porphyrines sont interreliés par le biais de molécules d'eau. 
Tableau 5 
Comparaison des aires moléculaires de la chlorophylle ~ dans divers états de 
Pression de surface 












( 1 ) De Costa et coll. (1972) 
(2) Tancrède et coll. (1982) 
(3) Heilier et coll. (1983) 
(4) Guay et Leblanc (1987) 
compressIOn 
Aire moléculaire 
(cr, A2 molécule- l ) 
138 137 140 13:5 
119 123 121 120 
108 113 110 107 
100 102 102 100 
94 98 97 92 
86 92 91 8:5 
(2) (3) (4) (ce travail) 
tampon PO,. eau tampon PO,. tampon Tris 
20 22 19 20 
C6H6 n-hexane C6H6 C6H6 
Langmuir Wilhelmy Langmuir Lanamuir 
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La comparaison des aires moléculaires pour divers états de compression 
de la chlorophylle A est présentée au Tableau 5. Les techniques et conditions 
expérimentales utilisées par différents auteurs y sont également rapportées. 
La différence maximale entre nos résultats et les valeurs rapportées est de 6 
A2 molécule-l. Considérant la sensibilité de cette molécule à divers facteurs 
externes (Katz et coll. (1978» et les diverses méthodes d'extraction utilisées, 
nous considérons que nos valeurs sont en accord avec celles rapportées dans la 
littérature. 
5.2 Le système mixte chlorophylle a-cytochrome c 
5.2.1 Le simple cycle expansion-compression. Nous avons étudié les 
propriétés interfaciales du système mixte chl a-cyt c en utilisant la même 
méthodologie rapportée pour le système PC( 18: 1 )-cyt c. La Figure 52 présente 
les isothermes n-a et II V -0 obtenues pour la chI a et le mélange ch1 a-cyt c. 
Immédiatement après l'injection du cytochrome c dans la sous-phase, il est 
possible de constater que la pression et le potentiel de surface augmentent 
simultanément. Ces accroissements (de 2 mN m-1 pour fi et +75 mV pour llV) 
traduisent l'incorporation spontanée de la protéine dans le film de chl a suite à 
son addition. Lorsque le film mixte est soumis à une première expansion, un 
décalage progressif des isothermes n-a et II V -0 vers de plus grandes valeurs 
de 0 reflète l'incorporation graduelle de la protéine. Lorsque le film mixte est 
comprimé, les isothermes de pression et de potentiel de surface 
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Figure 52. Isothermes II-G' et AV-fi obtenues pour la. chi a et pour le mélange chi a-cyt c 
étalés à l'interface air-tampon Tris 10-3M. pH .. S,O. Le cytochrome c fut injecté sous la 
monocouche de ch! a comprimée à 20 mN m- I . Suite à l'homogénéisation du système. le 
film fut décomprimé puis recomprimé . Les conditions expérimentales sont identiques à 
celles rapportées à la Fig.49. [cyt cl .. 2.3 x 10-7 M. 
obtenues demeurent distinctes de celles mesurées pour la chI a seule. De plus. 
il est notable que le collapse du film. mesuré à 28 mN m- l . disparaît. Suite à 
l'incorporation du cytochrome c dans un film de chlorophylle!. autant les 
propriétés mécaniques que les propriétés électriques du film milte demeurent 
distinctes de celles mesurées pour le film de chlorophylle i pure. Ce premier 
résultat démontre que l'incorporation du cyt c dans la monocouche de chI a est 
irréversible et que. conséquemment. l'interaction entre les deux composés est 
forte. 
5.2.2 Les cycles exoansion-compression multioles. Nous avons soumis le 
système chI a-cyt c à deux cycles expansion-compression ayant comme 
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pression de surface de référence la valeur à l'injection, soit 20 mN m-1. Les 
isothermes n-o et r -0 obtenues sont présentées à la Figure 53. La seule phase 
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Figure 53. bothermes D-cr et f-cr obtenues pour la chlorophylle 1: et pour le sy~me 
binaire chi a-cyt c soumis à deu% cycles upansion-compression. Suite à l'injection de la 
protéine à 20 mN m- (, la pression de surface s'est accrue de 2 mN m- (, reflétant 
l'incorporation spontanée de la protéine. Le film. fut alors soumis à deu% cycles 
e%pansion-compression consécutifs. Les conditions e%périmentales sont identiques à 
celles rapportées &U% Figs ... 9 et '2. L'activité spécifique du (toiC] cytochrome c était de 3," 
"Ci mmol- ( et le rendement du détecteur de radioactivité de 21". 
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protéine. Par la suite, que ce soit en compression ou en expansion, les 
isothermes obtenues sont identiques. Ce comportement démontre que la 
première expansion permet à la protéine, déjà faiblement ancrée à la 
monocouche, de s'incorporer efficacement dans le film. Toute compression ou 
expansion subséquente aura pour seul effet de comprimer ou de dilater le 
nouveau film sans changer la proportion de ses constituants. Les isothermes de 
concentration interfaciale de cytochrome c montrent que, suite à 
l'incorporation de la protéine, la compression a pour effet d'accroître la 
concentration superficielle de cyt c alors que l'expansion donne l'effet inverse. 
Les mesures de r présentées à la Figure 53 ont été converties en nombre 
d'équivalents-résidus associés par chlorophylle (Fig. 54) et en fraction molaire 
résiduelle (Fig. 55). Dans le cas de la mesure de la concentration interfaciale du 
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Figure ~4. Relation entre le nombre d'équivalents-résidus associés par molécule de 
chlorophylle ~ et l'état de compression de la monocouche. Ces valeurs furent estimées 
depuis (A) la différence des isothermes D-6 obtenues pour la chI a seule et le mélange chI 
a-cyt c, ou (B) par mesure de radioactivité de surface. Ces deux méthodes de détermination 
de n~ ont été appliquées aux deux cycles expansion-compression présentés à la Figure 
~3 . 
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Figure ~~. Relation entre la fraction molaire résiduelle de protéine <IrU) et l'état de 
compression de la monocouche. Ces valeurs furent estimées depuis (A) la différence des 
isothermes D-c1 obtenues pour la chI a seule et le mélange chI a-cyt c. ou (B) par mesure 
de radioactivité de surface. Ces deux méthodes de détermination de X..n ont été appliquées 
aux deux cycles expansion-compression présentés à la Figure ~3 . 
cytochrome c incorporé dans une monocouche de PC( 18: 1), une concentration 
de base était retranchée pour tenir compte de la radioactivité provenant de la 
sous-phase. Ces seuils, variant entre 0,0020 et 0,03~ p.g cm-2, furent 
déterminés en considérant la mesure de concentration établie alors que la 
protéine était complètement exclue du film (n=30 mN m- I ). Dans le cas du 
système chI a-cyt c, une telle référence n'existe plus car, comme nous venons 
de le voir, une fois la protéine ajoutée au système, son incorporation est 
immédiate et irréversible. Nous nous contenterons de mentionner que les 
résultats présentés à la Fig. 53 ont été obtenus dans les mêmes conditions de 
concentration que les résultats présentés à la Fig. 43. Conséquemment, s'il y a 
une contribution de la sous-phase à la mesure de f , les concentrations 
interraciales présentées à la Fig ~3 sont surévaluées d'au plUS 0,03~ p.g cm-2. 
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N'ayant aucune certitude que ce processus soit effectif, les graphiques 
présentés aux Figures 54 et 55 furent établis à partir des valeurs de f non-
corrigées. 
La Figure 54 présente le nombre d'équivalents-résidus associés par 
molécule de chlorophylle ~ pour divers états de compression obtenus lors des 
deux cycles expansion-compression. La portion (A) du graphique présente les 
valeurs estimées à partir des différences mesurées entre les isothermes de la 
chl a et du mélange chl-cyt c alors que les valeurs présentées en (8) furent 
directement estimées de la mesure de f. Quoique les deux méthodes 
d'estimation de n.-D mettent en relief que le comportement de la première 
expansion est différente des comportements observés lors des expansions et 
compressions subséquentes, deux différences majeures apparaissent. La 
première de ces différences réside dans le fait que les valeurs de n.-D 
mesurées par radioactivité de surface sont supérieures aux valeurs estimées à 
partir de âa. Même si la surestimation des concentrations mesurées par 
radioactivité aurait pour effet de rapprocher les valeurs estimées par les deux 
méthodes, elle ne peut compter pour la totalité de l'écart. La correction des 
mesures de radioactivité aurait pour effet de réduire les valeurs de nrlf de 1,6 
à 3,8 éq. résidus par chlorophylle, alors que les différences observées se 
situent entre 5 et 10 éq. résidus par chlorophylle. Cette différence constitue un 
premier indice montrant que pour le système chl a-cyt c,le nombre de résidus 
associé à chaque chlorophylle ne peut être simplement estimé à partir de âa. 
La seconde différence entre les deux méthodes de détermination de n.-D 
concerne le comportement du système suite à la première expansion. Lors de 
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la compression suivant l'incorporation initiale, la valeur de n.-II passe de 12 à 5 
éq. résidus par chlorophylle alors que le système est comprimé de 8 à 25 mN 
m-1. Ce comportement est la conséquence de la diminution de 6a alors que la 
pression du film est accrue. Cependant, la valeur de n.-II estimée par 
radioactivité est relativement invariable et ce peu importe l'état de 
compression du film. Ainsi, suite à l'expansion initiale, la concentration de 
cytochrome c estimée par radioactivité de surface demeure inchangée entre 15 
et 17 éq. résidus par chlorophylle de 3 à 25 mN m-1. 
Cette différence entre le nombre de résidus évalué par radioactivité et à 
partir des 6a peut être expliquée par une observation expérimentale. Nous 
constatons que suite à l'incorporation du cyt c dans un film de ch1 a, le collapse 
du film disparaît et que la compressibilité du film diminue au-delà de 25 mN 
m-1. Alors que nous continuons la compression du film mixte jusqu'à une 
pression de surface voisine de 50 mN m-1, nous pouvons voir apparaître des 
filaments verts à l'interface. Ces filaments peuvent être recueillis à l'aide d'une 
fine tige de verre. L'apparition de ces structures démontre que le système 
mixte bidimensionnel acquiert une structure tridimensionnelle en cours de 
compression. La transition entre les systèmes bidimensionnel et 
tridimensionnel doit se traduire par une diminution du matériel contribuant 
aux propriétés de surface de la monocouche, de telle sorte que la diminution 
de 6a notée en compression doit correspondre à la structuration 
tridimensionnelle du film et non pas à la désorption du cytochrome c. Ce 
modèle explique que le nombre de résidus associés par chlorophylle est 
relativement stable lorsqu'évalué par radioactivité de surface alors que nous 
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constatons une diminution de cette même valeur lorsqu'elle est estimée à 
partir des àa. 
La formation de ce solide chlorophylle-protéine présente un certain 
intérêt. Comme nous venons de le mentionner, ce solide peut être recueilli à 
raide d'une tige de verre lorsque le film est hautement comprimé. Nous avons 
déposé des multicouches du système chI a-cyt c sur des lames de quartz à 20 
mN m-1. D'une part, il fut constaté que le rendement du transfert se fait de 
moins en moins bon au fur et à mesure que le nombre de couches déposées 
augmente. Ce comportement traduit probablement le fait que les caractères 
hydrophobe et hydrophile sont moins bien localisés alors que le cyt c interagit 
avec le ch! a. D'autre part, afin de décrocher des multicouches de ch! a 
déposées sur une lame de verre, il est suffisant de les rincer à l'acétone. 
Lorsque nous tentons la même expérience avec des multicouches de chI a-cyt 
c, seulement une partie du matériel est éluée avec le solvant. Le spectre 
d'absorption de la solution de rinçage présente les caractéristiques exactes 
d'une solution diluée de chI a dans l'acétone. Que ce soit en utilisant le 
benzène, l'acétone, l'éthanol, le méthanol ou l'eau, il est impossible de 
solubiliser le solide de coloration verte qui demeure accroché à la lame. En 
grattant à raide d'une spatule une certaine quantité de ces lames, nous 
sommes parvenus à ramasser une certaine quantité de ce solide présentant un 
aspect fibreux. Comme le solide apparaît insoluble dans les solvants 
organiques et dans l'eau, nous avons tenté de le solubiliser dans des solutions 
de SDS, de Triton X-IOO et d'octylglucoside. Le solide apparaît également 
insoluble dans les solutions de détergents, même lorsque nous y laissons 
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incuber le solide à 90·C. L'apparente insolubilité de ce complexe est fort 
surprenante. Elle présente toutefois des applications intéressantes dans la 
mesure où le cyt c joue un rôle stabilisateur lorsqu'associé à la chlorophylle. 
5.2.3 Le système chI a-cyl c; un exemple de forte interaction pigment·· 
protéine. L'irréversibilité de l'incorporation du cytochrome c dans une 
monocouche de Chlorophylle .1 de même que la non-égalité des concentrations 
interfaciales de la protéine estimées depuis le 6a et mesurées par radioactivité 
de surface dénotent la force de l'interaction entre ces deux composés. Nous 
avons voulu, de plus, vérifier l'applicabilité du modèle permettant d'exprimer 
les III du mélange à partir des propriétés de surface des composés purs. 
La Figure 56 présente l'isotherme 111-IT qui résulte de la transformation 
des isothermes 6 V -0 présentées à la Fig. 49 et celle calculée à l'aide du modèle 
présenté à la Section 4.2.2. Nous pouvons constater qu'il y a incompatibilité 
complète entre les valeurs calculées et mesurées. Dans tous les cas, les valeurs 
mesurées sont supérieures aux valeurs calculées. Dans le cas du système 
PC(t8:1)-cyt c~ce sont les valeurs calculées qui sont, lors de la compression, 
très légèrement supérieures aux valeurs mesurées. La différence entre les III 
mesurés et III calculés (6p.) est présentée, pour divers états de compression. à 
la Fig. 57 A. Alors que pour le système PC( 18: 1 )-cyt c la valeur maximale de 
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Figure '6. Comparaison des isothermes mesurée et calculée du moment dipolaire 
perpendiculaire <"1) en fonction de la pression de surface <U) pour le ~me mixte 
chlorophylle ~-cytochrome c. L'isotherme mesurée rapportée dans ceUe figure est la 
transformation de l'isotherme 6V..., rapportée al. la Figure '2. 
Cet écart entre les moments dipolaires mesurés et calculés provient-il d'une 
différence du moment dipolaire de la chloropbylle, du cytocbrome c ou un 
effet combiné des deux? 
Si la mauvaise estimation des moments dipolaires calculés provient d'une 
modification du Il,1 de la chI a et que cette modification est présente à toutes 
les pressions de surface, la différence 6p. doit être constante pour les divers 
états de compression. Comme il peut être constaté à la Figure 57 A, ce n'est 
pas le cas. De plus, une telle différence ne parvient pas à expliquer la 
différence notée entre la compression et l'expansion. Comme la différence aoft 
lors de l'expansion et décrolt lors de la compression, il est tentant d'affirmer 
que cet écart dépend de la concentration de protéine. La Figure 57B, qui 
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présente le Ôf1 rapporté par équivalent-résidu, nous permet de vérifier cette 
dépendance. Or il apparaît que le Ôf1/n n'est pas invariable en compression et 
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Figure '7. A) Différence entre les moments dipolaires perpendiculaires (Ill) mesurés 
et calculés présentés à la Figure 56. Afin de vérifier si la différence. 6)l.lt est une fonction 
du nombre d'équivalent.-résidu. les 6)l.l présentés en (A) furent. divisés par n..u estimé à 
partir de Aa. Ce résultat est présenté en (B). 
en expansion indiquant que la déviation à la loi d'additivité n'est pas 
simplement modulée par la fraction de protéine associée à la monocouche de 
chI a. Ces différences, losqu'exprimées par équivalent-résidu, sont énormes 
puisqu'elles oscillent entre 100 et ~OO, de la valeur d'un résidu considéré à la 
même pression de surface 
Dans le cas du système PC( 18: 1 )-cyt c, nous avons évalué à 250 J mol 
lipide (mol éq.résidus)-l l'énergie de stabilisation de la protéine dans la 
monocouche lipidique. Cette évaluation fut effectué en considérant la 
différence d'énergie existant entre l'adsorption et la désorption du cytochrome 
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c d'une monocouche de PC( 18: 1 ). Pour ce faire, nous avons considéré une série 
de cycles ayant comme référence commune un état où la protéine est exclue 
du film. Dans le cas du système chl a-cyt c, un tel état n'existe pas puisque dès 
l'injection de la protéine, l'incorporation est immédiate. L'incorporation du cyt 
c dans la couche de ch1 a correspond même à un accroissement de l'énergie 
libre de surface comme en témoigne l'augmentation de la pression de surface 
de quelques mN m- l . Pour la première expansion, la quantité de protéine 
incorporée croît alors que le nombre de résidus associés par chlorophylle 
demeure invariable lors des expansions et compressions suivantes (Fig. 54B). 
L'irréversibilité de l'incorporation de la protéine rend impossible l'utilisation 
du formalisme décrit à la Section 4.2.2.1 afin de quantifier l'interaction entre 
les deux composés. En plus de son irréversibilité, la force de l'incorporation du 
cytochrome c dans une monocouche de chlorophylle A est dénotée par 
l'incapacité de la loi d'additivité à prévoir la concentration protéique et les 
moments dipolaires du mélange. Les spectroscopies d'absorption et de 
fluorescence furent également mises à profit . afin de qualifier l'interaction 
entre les deux composés. 
5.3 Propriétés optiques du mélange chlorophylle a-cytochrome c. 
Quoique leur capacité à mettre en relief la spécificité d'une interaction est 
faible, les spectroscopies d'absorption et de fluorescence n'en demeurent pas 
moins des outils couramment utilisés afin de vérifier l'état d'agrégation de la 
chlorophylle. Ainsi, le spectre d'absorption de la chlorophylle mesuré "in vivo" 
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présente un maximum à des longueurs d'onde supérieures aux valeurs 
mesurées pour des solutions diluées. Comparativement à la valeur de 661 nm 
rapportée pour la chI a en solution dans le benzène (Seely et Jensen (1965», 
les diverses formes de chlorophylle associées à la membrane du thylacoJde 
présentent des muima compris entre 670 et 682 nm (Brown (1972. 1980. 
1983); Anderson et coll. (1978); Brown et Schoch(1981». Ce déplacement 
bathochrome du muimum d'absorption est expliqué par deux processus qui 
peuvent être indépendants ou concurrents soit: un accroissement de la polarité 
du milieu environnant et l'intensification des interactions chromophore-
chromophore médiée par l'organisation des molécules de chl a à l'intérieur du 
polypeptide. Cet effet est également mis en relief par la technique des 
monocouches; le muimum d'absorption dans le rouge rapporté pour une 
monocouche condensée est de 680 nm (Bellamy et coll. (1963); De Costa et coll. 
( 1972); Hirsch et Brody ( 1979)). Plus réce m ment, Heithier et ses collaborateurs 
(1983) ont montré que la position de ce muimum est faiblement influencée 
par l'état de compression du film; en comprimant la monocouche de 3 à 21 mN 
m-1, le maximum d'absorption dans le rouge passe de 676 à 678 nm. 
Dans un travail classique, Brown (1972) a déconvolué les spectres 
d'absorption de diverses sources de chloroplastes afin de mettre en évidence 
l'existence de quatre formes universelles de chlorophylle 1.: ca 661.6; ca 669,6; 
ca 677,1 et ca 683,7. Une étude subséquente menée sur trois composantes de 
la membrane du thylacoïde a incité l'auteur à se rétracter et à affirmer que 
plusieurs formes de chl a distinctes existent. Ces résultats mettent en évidence 
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la portée réelle de la question, à savoir: existe-t-il certains états standards de 
chlorophylle retrouvés dans les diverses structures membranaires ou bien ces 
formes sont-elles aussi nombreuses qu'il y a de chlorophylles? Cette délicate 
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Figure 58. Spectres d'absorption de la chlorophylle 1: et du mélange chlorophylle 1:-
cytochrome c en films Langmuir-Blodgett sur une lame de quartz hydrophile déposés à 
une pression de surface de 20 mN m- •. Les spectres sont obtenus pour deux monocouches, 
soit une de chaque coté de la lame. Ces spectres sont représentatifs des résultats obtenus 
pour un minimum de dillam.es. Conditions d'opération du spectromètre Perm-Elmer "3: 
vitesse do balayqo do 120 nm min-. ,temps do riponso do 0,5 set largour de fente do 1 nm. 
Nous avons utilisé la spectroscopie d'absorption afin de sonder l'état 
d'agrégation de la chlorophylle! au sein du complexe qu'elle forme avec le 
cytochrome c. La Fig. 58 présente les spectres d'absorption obtenus pour la 
chlorophylle. et le mélange chl a-cyt c, tous les deux déposés à une pression 
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de 20 mN m-1. Le spectre obtenu pour la chI a est conforme aux valeurs 
présentées par Désormeaux et coll. (1985). Deux différences majeures 
apparaissent lorsque que le cyt c est ajouté à la chI a: 1) le maximum 
d'absorption est déplacé vers de plus faibles longueurs d'onde et 2) l'intensité 
d'absorption est moindre. Ces deux effets sont la manifestation d'un même 
phénomène, c'est-à-dire la dilution de la chl a par la protéine. Il est également 
possible de mesurer la même tendance lorsque la chlorophylle! est diluée 
avec un lipide formant un mélange miscible (Picard et coll. (1986); Picard 
(1988)). La diminution de l'absorption de 0,0 1 a (chI a) à 0,008 (chI a-cyt c) 
unités par monocouche est en accord avec le fait qu'en moyenne, pour les films 
ayant servi à préparer les lames, raire moléculaire du système chromophore-
protéine était, à cette pression de surface, de 28 ~ supérieure à l'aire mesurée 
pour la chI a seule. Ainsi, la diminution de l'absorption est le reflet direct de la 
dilution du pigment. 
Une confirmation supplémentaire de l'effet diluant du cytochrome c 
incorporé dans une monocouche de chI a est donnée par les spectres 
d'émission de fluorescence (Figure 59). Autant pour la chI a seule que pour le 
mélange chI a-cyt c, il y a une correspondance parfaite entre le spectre 
d'excitation et le spectre d'absorption dans le bleu. Il est important de préCiser 
dans un premier temps que l'intensité de fluorescence est fort variable pour 
des films de même nature. Ainsi, il est impossible d'obtenir une série de 
spectres présentant des intensités de fluorescence reproductibles. Ce 
phénomène demeure inexpliqué. Nous avons cependant noté que l'intensité de 
fluorescence du système mixte chI a-cyt c est approximativement de moitié 
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moindre que celle mesurée pour la ch! a seule. Ainsi les spectres présentés à la 
Figure S9 ont été portés sur une échelle arbitraire et c'est à titre indicatif que 
l'intensité de fluorescence du mélange ch! a-cyt c a été établie par rapport à 
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Figure 59. Spectres d'émissio4 de la chlorophylle A et du mél&4ge chlorophylle A:-
cytochrome c en films Langmuir-Blodgett sur une lame de quartz hydrophile déposés à 
une pression de 20 mN m- t . Ces spectres sont corrigés pour la non-linéarité de la 
détectio1l è. l'émissio1l. Ces spectres S01lt caractéristiques des résultats obte1lUS pour U1l 
minimum de sil lames. Conditions d'opération du spectrofluorimètre Fluorolog II: ~ è. 
l'elcitatio1l de ~38 (chI a) et 43~ 1lm (chI a-cyt c), fentes è.t'elcitation et è.l'émissi01l de 1,5 
mm. 
celle de la ch! a. Une bande d'émission à 706 nm est obtenue lorsque la 
chlorophylle A pure est excitée à 438 nm. Lorsque le cytochrome c est 
incorporé dans la monocouche de chlorophylle la. cette bande se scinde en une 
bande principale située à 683 nm et un épaulement situé à environ 740 nm. 
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Ce même effet est observé lorsque la chlorophylle a est diluée avec de la PC 
extraite du jaune d'oeuf (Picard( 1986)). 
Quoique le système modèle que nous utilisons est imparfait, nous 
constatons avec satisfaction que le spectre d'émission obtenu pour la chl a 
diluée par le cytochrome c correspond, par la position des maxima et la forme 
du spectre, aux valeurs rapportées pour les chloroplastes intacts (Krause et 
Weis (1984», les thylacoïdes (Kyle et coll. (1983», les LHCP et le CPa (Brown 
(1977». Les résultats obtenus "in vivo" comme les résultats obtenus pour le 
système modèle fournissent cependant peu d'informations concernant la 
nature réelle du complexe. D'ailleurs, les spectres de fluorescence rapportés 
pour les chloroplastes ou les constituants se limitent à une interprétation 
phénoménologique. Dans le cas qui nous concerne, l'ensemble des résultats 
obtenus par spectroscopies d'absorption et d'émission confirment la dilution de 
la monocouche de chl a par le cyt c. 
SA La spécificité de l'interaction chlorophylle a-cytochrome c: le rôle du 
magnésium 
Autant pour les interactions endogames que pour les interactions 
exogames, la chlorophylle 1 présente la particularité d'agir à la fois comme 
donneur et accepteur électronique. Plus spéCifiquement, le groupement 
carboxyle du cycle IV possède des propriétés nucléophiles alors que le 
magnésium central, qui possède un nombre de coordination de 4, présente des 
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propriétés électrophiles. Cette particularité que possède la molécule de ch! a, 
en présentant des caractères opposés en des points distincts de sa structure, 
permet la formation endogame de dimères et d'oligomères par la formation de 
liens C-O .. ·Mg (Katz (1973». Lors de la formation d'interactions exogames, tout 
groupement donneur peut interagir avec le magnésium alors que tout 
accepteur peut interagir avec le carboxyle. Par exemple, les protéines 
regorgent de groupements c=o et N-H pouvant jouer ces rôles. La phéophytine 
A présente la même structure que la chi a, sauf qu'elle ne possède pas d'atome 
de Mg central. Pour cette raison, nous nous sommes intéressés au système 
binaire phé a-cyt c. Ce système peut permettre de vérifier l'importance du 
magnésium central dans la stabilisation de la ch! a par le cyt c. 
La Figure 60 présente les isothermes ll-o et 6. V-a obtenues pour la 
phéophytine A et le mélange phé a-cyt c. L'incorporation de la protéine fut 
faite de la même façon que présentée précédemment, sauf que la protéine fut 
injectée sous la monocouche de phé a comprimée à 10 mN m-1. Ce changement 
fut rendu nécessaire car la monocouche de phé a est collapsée à 20 mN m-1. 
Tout comme le système ch! a-cyt c, une augmentation de n est observée suite 
à l'injection du cyt c sous une monocouche de phé a. Nous ne devons pas 
immédiatement conclure que cette augmentation, qui reflète l'incorporation de 
la protéine dans le film de pigment, est similaire au phénomène observé pour 
le mélange ch! a-cyt c. Il ne faut pas oublier que la protéine est injectée sous la 
pression minimale 16 mN m-1, valeur où le cyt c s'adsorbe sur un film de PC 





















5 +--+---+---I---+--·~--4I:::--ISI....-'---+--+---1' 200 
150 
o 100 
o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 
Cf (~~2/molécule) 
183 
Figure 60. lsothermesn-G' etAV-cr obtenues pour la phéophytine i et pour le mélange 
phéophytine a-cytochrome c étalés à l'interface air-tampon Tris 10-3M, pH~,O. Le 
cytochrome c fut injecté sous la monocouche de phé a comprimée à 10 mN m- 1. Suite à 
l'homogénéisation du système, le film fut décomprimé puis recomprimé. La phéophytine 
fut étalée à partir d'une solution de benzène. La température fut maintenue à 20 :U ·C. 
Vitesse de compression de 6 A2 moJécule- 1 min-I.(cyt c ). 2,3 x 10-7 M. 
ment dans la monocouche et demeure incorporé tout au long de la compression 
subséquente. L'inflexion présente à 16 mN m-l pour le système mixte 
PC( 18: 1 )-cyt c n'est pas observée dans le cas présent, laissant présager que 
tout comme pour le système chf a-cyt c, l'incorporation de la protéine est 
irréversible suite à la première expansion. L'irréversibilité de l'incorporation 
est confirmée par le fait que lorsqu'un cycle supplémentaire expansion-
compression est opéré suite à l'incorporation de la protéine, les isothermes 
sont identiques et ne présentent pas d'hystérèse. Ce phénomène, déjà observé 
pour le système chI a-cyt c, démontre que peu importe l'état de compression 
auquel nous soumettons le film mixte, il est impossible d'expulser la 
composante protéique. 
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Le système phé a-cyt c présente une seconde analogie importante avec le 
mélange chi a-cyt c. La Fig. 61 présente les moments dipolaires 
perpendiculaires mesurés et calculés. Tout comme dans le cas du système ch! 
a-cyt c, pour l'ensemble du cycle expansion-compression, les valeurs mesurées 
sont supérieures aux valeurs calculées. Cette différence varie entre 120 et 260 
mD. Quoique les valeurs rapportées pour le système phé a-cyt c sont 
supérieures à celles du mélange ch! a-cyt c (ce qui est normal car le Il.1 de la 
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Figure 61. Comparaison des isothermes mcsur6cs et calcu16cs de moment dipolaire 
perpendiculaire (l'Û en fonction de la pression de surface (II) pour le système mixte 
ph60phytine A-cytochrome c. Les valeurs rapportées dans cette Figure sont la 
transformation des isothermes 6 V -fi rapporthes &la Figure 60 .. 
Nous n'avons pu former en comprimant à de fortes pressions de surface 
les fibres dont nous rapportons l'existence pour le système chI a-cyt c. De plus, 
nous pouvons constater que le système phé a-cyt c se distingue du système ch! 
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a-cyt c par le fait que le film mute présente son collapse à une pression de 
surface voisine du collapse de la phé a. 
Le mélange phé a-cyt c présente plusieurs analogies avec le système chl 
a-cyt c. Plus précisément, l'incorporation de la protéine dans le film est 
irréversible et les moments dipolaires du mélange ne peuvent être décrits 
comme la simple somme des propriétés des constituants. Ces deux faits 
suggèrent une interaction forte entre le cytochrome c et la phéophytine 1.. Ce 
système présente cependant la particularité de présenter un collapse voisin de 
celui de la phé a et l'incapacité de former des fibres à forte pression de 
surface. Ce fait indique que même si l'interaction entre la phé a et le cyt c est 
forte, par comparaison au système chi a-cyt c la cohérence du film Cormé est 
moindre. Le magnésium peut avoir un rôle non-négligeable dans le 
renforcement des interactions entre le cytochrome c et la chl a. 
S5 Les modèles d'organisation de la chlorophylle dans les thylacoïdes. 
Les modèles d'organisation de la chlorophylle sont nombreux et visent 
tous un objectif commun; la restitution à l'aide d'une organisation modèle des 
propriétés naturelles de la chlorophylle. Déjà nous pouvons faire la distinction 
entre les propriétés structurales et fonctionnelles de la chlorophylle. C'est du 
premier aspect que nous avons traité dans ce chapitre. 
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Parmi les différents modèles d'organisation de la chlorophylle, le plus 
simple est sans aucun doute la solution. L'étude classique de Seely et Jensen 
(1965) met en évidence que le maximum d·absorption de la chl a peut 
simplement être modulé par la polarité du solvant. Viennent ensuite les 
solutions organisées. Parmi celles-ci nous retrouvons les dispersions 
colloïdales. C'est en utilisant ce système que Suponeva et coll. (1984) ont mis 
en évidence un déplacement bathocbrome du maximum d·absorption dans le 
rouge du pigment lorsqu'un polymère de lysine et d'alanine est ajouté à une 
dispersion colloïdale de chl a. Dans certains cas particuliers, il est possible 
d'obtenir des complexes solubles de chI a. Ces complexes purent être formés 
entre la chI a et la plastocyanine (Davis et coll. (1985», la chi a et l'albumine 
bovine (Shibata et coll. (1986» et la chl-a et l'albumine sérique humaine 
(Szalay et coll. (1982». Dans ces trois cas. les maxima d'absorption de la 
chlorophylle A sont voisins de 670 nm. laissant présager que la chlorophylle 
n'est pas hautement agrégée comme au sein d'une monocouche pure. Certains 
chercheurs sont également parvenus à remplacer le groupement hème de la 
myoglobine par des dérivés de la chlorophylle (Davis et Pearlstein (1979); 
Boxer et Wright (1979)). Ces derniers modèles présentent l'avantage de 
permettre la complexification de la chlorophylle ou de ses dérivés à des 
molécules de même nature que les partenaires naturels présumés: les 
protéines. Cependant. la spécificité de l'interaction entre le chromophore, ses 
partenaires protéiques naturels et la matrice lipidique dans laquelle ces 
protéines sont imbriquées est absente des systèmes modèles présentés. 
Comme nous venons de le montrer, les monocouches fournissent également un 
modèle d'association de la chlorophylle aux protéines. Ce système offre de plus 
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un contrôle fin de la densité des constituants. L'approche analytique qui vise à 
extraire et à caractériser les complexes présents dans la membrane du 
thylacoïde est également un système modèle. Quoique cette approche cherche 
à caractériser les réels composants membranaires. les nombreuses et 
complexes étapes de fragmentation et de séparation ne peuvent garantir 
l'intégrité fonctionnelle des divers complexes extraits. Pour s'en convainae. il 
suffit de consulter la littérature scientifique qui s'y rapporte afin de constater 
la quantité impressionnante de dénominations utilisées afin d'énumérer les 
divers complexes qui composent la membrane du thylacoïde. Cette grande 
variabilité est en partie expliquée par les diverses méthodologies utilisées afin 
d'opérer l'extraction et la séparation des complexes chlorophylle-protéine. Il 
existe à ce jour plus de 30 dénominations différentes qui regroupent les 
polypeptides fixant la chlorophylle au sein des photosystèmes 1 et II. 
Nous allons nous attarder plus précisément aux complexes chlorophylle A-
protéine formés en monocouche. La littérature rapporte la formation de 
complexes entre la chlorophylle A et les protéines suivantes: le cyt c, le cyt f. 
l'albumine bovine et la plastocyanine. Les études réalisées à l'aide du système 
chI a-cyt c (Agruon et coll. (t 969); Chin et Brody (t 976); Hirsch et Brody 
(t 980» rapportent qu'il y a interaction entre les deux composés. Les auteurs 
concluent à la formation du complexe sur la base d'une déviation positive à la 
loi d'additivité. Quoique nous ne contestons pas la formation du complexe 
(nous l'avons observée et qualifiée), nous avons des réserves sur le moyen 
utilisé afin de déterminer cette déviation. D'une part, les auteurs ne peuvent 
être absolument certains que la totalité de la protéine initialement présente 
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dans la sous-phase ait "réagi" avec la monocouche de chI a et, d'autre part, 
nous avons montré que la loi d'additivité ne tient pas pour ce mélange; les 
propriétés interfaciale s de la chI a sont grandement affectées par 
l'incorporation du cytochrome c. L'incorporation du cyt c dans un film de chI a 
tient plus de la réaction de surface que de l'adsorption. En utilisant le même 
raisonnement, Chin et Brody (1976) concluent à la formation d'un complexe 
entre le cytochrome f et la chlorophylle 1. Nous traiterons de ce système dans 
le chapitre suivant. Une éventuelle réduction du ferri-cyt c par la chi a est 
également suggérée dans l'étude de Chin et Brody (t 976). Nous trouvons cette 
conclusion audacieuse puisqu'elle repose sur l'accroissement de l'aire 
moléculaire d'un film mixte comprimé à une pression constante de 6 mN m-1. 
Cette cinétique, qui est la même en présence et en absence de lumière, nous 
apparaît plutôt être la conséquence d'une adsorption de cytochrome c 
provenant de la sous-phase. Nous avons précédemment mis en évidence que 
ce mécanisme est effectif en deçà de 8 mN m-1 pour des monocouches ne 
présentant pas d'interaction avec le cyt c. L'interaction entre la chI a et le cyt c 
étant forte, il y a tout lieu de croire que cette cinétique ne soit pas négligeable. 
Nous avons pu constater un accroissement de la pression de surface de près de 
dix mN m-1 lorsque du cyt c est injecté sous une monocouche de chl a 
comprimée à S mN m-1. Cette augmentation, comme il fut montré par la 
mesure de la radioactivité de surface, représente l'incorporation du cyt c dans 
la monocouche de pigment. De plus, dans cette étude Chin et Brody rapportent 
qu'une monocouche mixte chI a-cyt c présente un maximum dans le rouge 
situé à 687 nm et un faible pic à 733 nm. Comme ces expériences furent 
menées avec du cyt c réduit sur une sous-phase contenant de l'ascorbate à une 
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concentration de 10-3 M, nous ne pouvons comparer ces résultats avec ceux 
que nous présentons. 
L'adsorption de l'albumine sérique bovine sur une monocouche ne 
provoque pas de déplacement de la bande d'absorption du pigment 
(Ivanovskaya et coll. (1972». Cependant, il est rapporté que la protéine accroît 
de façon appréciable la stabilité chimique de la chlorophylle. Cet effet 
stabilisateur fut mesuré sur des périodes de plus de 20 heures alors que la chi 
a pure présente une dégradation importante après quelques heures. Ce 
comportement présente une certaine ressemblance avec la stabilité Chimique 
du complexe chI a-cyt c. 
Les résultats présentés dans ce chapitre permettent de conclure que 
l'interaction entre la chl a et diverses protéines est spécifique. Ainsi, 
l'interaction entre la chlorophylle ! et une protéine peut être forte ou faible et 
produit ou non des changements dans les propriétés spectroscopiques du 
pigment. Nous supporterons cette idée de spécificité au chapitre suivant. Ce 
comportement porte à croire que la spécificité de l'interaction entre la chI a et 
certaines protéines est le reflet d'interactions entre certains résidus d'acides 
aminés, ou des domaines de la protéine présentant des propriétés 
particulières, et la chlorophylle. Plus précisément, les chaînes latérales des 
acides aspartique et glutamique, de l'asparagine et de la glutamine peuvent 
agir comme donneurs électroniques alors que la lysine, l'arginine et l'histidine 
peuvent agir comme accepteurs électroniques. De plus, tous ces résidus sont 
généralement présents à la surface hydrophile des protéines. Au niveau des 
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interactions qui impliqueraient un ensemble d'acides aminés, il est raisonnable 
de croire que la portion faisant face au milieu aérien de l'interface offre un 
milieu propice à la stabilisation des portions hydrophobes d'une protéine. La 
véritable élucidation de la spécificité de l'interaction chI-protéine retrouvée au 
sein des systèmes modèles requiert maintenant l'utilisation d'outils 
spectroscopiques spécifiques, telle la spectroscopie infrarouge. Ce genre 
d'étude constitue une suite logique au présent travail et devrait permettre 
d'identifier les caractères spécifiques impliqués dans l'interaction 
chlorophylle-protéine. 
CHAPITRE 6 
QUELQUES EXEMPLES DE SYSTEMES LIPIDE-PROTEINE ET CHLOROPHYLLE-
PROTEINE PRESENTANT UNE INCIDENCE BIOLOGIQUE 
Les systèmes que nous avons étudiés jusqu'à maintenant ne présentent 
pas d'incidence biologique directe dans la mesure où les couples caractérisés 
ne sont pas regroupés au sein des systèmes biologiques. Les comportements de 
ces systèmes peut aider à comprendre la nature des forces mises en cause lors 
des interactions lipide-protéine et chlorophylle-protéine prenant place dans 
les véritables membranes naturelles. Afin de compléter cette étude, nous 
avons voulu caractériser, de façon prospective, certains systèmes qui 
présentent une incidence biologique réelle. Nous avons d'une part mis en 
évidence que l'interaction entre la phosphatidylcholine bovine et le 
cytochrome c est hautement régie par la force ionique du milieu aqueux. 
D'autre part, nous avons étudié les interactions entre la chlorophylle ~ et trois 
protéines retrouvées dans les chloroplastes: la stellacyarune, la plastocyarune 
et le cytochrome f. 
6.1 Le système PC bovine-cytochrome c 
Le cytochrome c agit naturellement comme transporteur d'électrons entre 
les cytochromes Cl et a; tous les deux présentent les caractéristiques de 
protéines membranaires. Le cyt c effectue la navette entre ces deux entités 
membranaires dont la diffusion latérale est grandement freinée par la matrice 
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lipidique. Le fait que le cyt c est hydrosoluble suggère fortement que le 
transfert électronique se fasse par le biais du milieu aqueux. Il devient alors 
important de connaître les facteurs qui provoquent l'attachement du cyt c à la 
membrane. Puisque la phosphatidylcholine est le majeur composant lipidique 
de la membrane interne de la mitochondrie (il constitue plus de 40 , des 
lipides totaux), il est d'intérêt de caractériser les interactions entre le 
cytochrome c et la PC bovine. Cependant, l'échantillon de lipide que nous 
utilisons est un extrait total de la PC extraite de la cervelle de boeuf. La 
composition en chaînes grasses de cet échantillon peut être différent de celle 
des mitochondries. Toutefois, en comparant les résultats obtenus pour la 
PC(18:I) et la PC bovine, nous ne pouvons observer d'influence du degré 
d'insaturation du lipide sur l'incorporation du cyt c. 
Nous avons mis en évidence au Chapitre 4 que la pression latérale d'une 
biomembrane peut être un facteur régissant l'incorporation du cytochrome c 
dans une membrane de PC(t 8: t). Nous avons voulu vérifier si le 
comportement est le même lorsque que la PC bovine constitue la monocouche 
insoluble. Nous considérerons ensuite l'influence de la force ionique du milieu 
aqueux sur l'attachement de la protéine à la monocouche. 
6.1.1 Les isothermes de pression et de potentiel de surface du mélange PC 
bovine-cytochrome c. La Figure 62 présente les isothermes Il-a et 6. V-a 
obtenues pour la PC bovine et pour le mélange PC bovine-cyt c. A notre 
connaissance, aucune isotherme de pression et de potentiel de surface de la PC 
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Figure 62. Isothermes n-o et AV-fI obtenues pour la PC bovine et pour le mélange PC 
bovine-cyt c. La protéine fut injectée sous la monocouche de lipide comprimée à 20 mN m-
l , Par la. suite, un cycle expansion-compression fut opéré. Vitesse de compression de 5±2 
A2 molécule- 1 min- l . Sous-phase: Tampon Tris-HCll0-3M, pH-S,O. [cyt cl - 2,3110-7 M. La 
température fut maintenue à 20 il·C. 
celles rapportées pour la PC( 18: 1), il apparaît que raire moléculaire est plus 
faible pour la PC bovine. Comme nous verrons, ce fait peut être concilié avec la 
plus grande insaturation de la PC( 18: 1). Dans le cas du mélange, la même 
procédure que rapportée précédemment fut utilisée afin d'incorporer la 
protéine. Tout comme pour la PC( 18: 1 ), aucune incorporation de protéine ne se 
produit suite à l1njectlon et l'homogénéisation de la solution de protéine sur 
laquelle est présente une monocouche de PC bovine comprimée à une pression 
de 20 mN m- l . Ce n'est que lors de l'expansion que la protéine s'incorpore 
graduellement à la monocouche lipidique. Cette incorporation se manifeste par 
une dérive de raire moléculaire mesurée à une pression de surface donnée. 
Nous pouvons également noter une dérive du potentiel de surface. En 
recompression, les écarts entre les isothermes mesurées pour le lipide seul et 
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le mélange lipide-protéine demeurent relativement constants jusqu'à ce 
qu'une pression de 14 mN m-1 soit atteinte. Alors la protéine est 
graduellement éjectée du film lipidique. A 20 mN m- l , l'écart entre les 
isothermes est nul, traduisant l'expulsion complète de la protéine. Autant au 
niveau du comportement que de la valeur de la pression limite d'éjection, le 
système PC bovine-cyt c présente le même comportement que le système ' 
PC( 18: 1 )-cyt c. Cette similitude des comportements présume que le degré 
d'insaturation des chaînes grasses composant le lipide a peu d'influence sur 
l'incorporation du cyt c. Une base intéressante de comparaison du degré 
d'insaturation des deux lipides nous est offerte par l'indice d'insaturation, II. 
Pour les lipides, cet indice est défini comme: 
(6.1 ) 
où n est le nombre d'insaturations présentes dans une chaine et cv~ la 
fraction en poidS de l'échantillon com portant des acides gras de ce nombre 
d'insaturations; dans le cas de la PC bovine, n varie de 0 à 4. En répartissant 
proportionnellement la fraction non-identifiée entre les sept types différents 
de chaînes grasses retrouvées dans la PC bovine (Tableau 2), nous calculons 
une valeur de II de 1,2. Comparativement à la PC( 18: 1) qui présente un II de 
2,0, la PC bovine est moins insaturée de 40~. 
L'absence d'effet du degré d'insaturation de la couche lipidique sur 
l'incorporation du cytochrome c est corroboré par le calcul de l'énergie de 
stabilisation. En appliquant la procédure présentée à la Section 4.2.2.1 à 
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l'isotherme de mélange présentée à la Fig. 62, nous estimons l'énergie de 
stabilisation du cytochrome c dans la monocouche de PC bovine à 235 t 40 ] 
mol lipide (mol éq. résidu)-l. L'erreur sur la mesure est calculée en 
considérant une incertitude de 1 A2 molécule-1 sur l'isotherme de référence du 
lipide pur. Cette valeur est en bon accord avec la valeur de 250 J mol lipide 
(mol éq. résidu)-l mesurée pour le système PC(t8:1)-cyt c. Cependant, cette 
constatation présente un désaccord apparent avec les études de Quinn et 
Dawson (1969b) et Morse II et Deamer (1973) qui rapportent que le degré 
d'insaturation affecte l'incorporation du cytochrome c dans des couches 
moléculaires. Dans l'étude de Morse II et Deamer, cette conclusion est tirée par 
comparaison des cinétiques d'incorporation du cytochrome c dans des 
monocouches d'acide octadécanoïque et octadécènoïque. D'une part, il est 
possible que l'extrapolation du comportement d'un système acide gras-
protéine à celui d'un système lipide-protéine ne soit pas directe. D'autre part, 
le système acide octadécènoïque-cyt c présente un comportement particulier 
qui n'est pas abordé dans l'article. Dans un premier temps, il y a accroissement 
de la pression de surface jusqu'à un maximum de 22,4 mN m-1 suivi d'une 
décroissance jusqu'à une valeur voisine de la valeur d'équilibre retrouvée 
pour l'acide octadécanoïque (il= 17,5 mN m-1). Les auteurs ont considéré le 
second maximum comme étant la valeur d'équilibre. L'existence de ce 
comportement biphasique nous pose un problème en ce qui concerne les 
processus d'incorporation-éjection qu'il suppose et l'applicabilité de ces 
résultats au comportement d'un système lipide-protéine. Pour ces raisons, 
nous n'en tiendrons pas compte. Une seconde étude rapporte que l'adsorption 
du cytochrome c est différente sur des monocouches natives et hydrogénées 
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de PC extraite d'oeuf. L'hydrogénation, tel que démontré par les auteurs, 
permet la conversion complète des chaînes grasses insaturées en leurs 
équivalents saturés. L'hydrogénation du lipide ne change pas la pression limite 
à partir de laquelle l'incorporation du cyt c cesse (n=20 mN m- l ). Il est 
toutefois rapporté que pour des pressions initiales inférieures à 20 mN m-1, 
l'accroissement de la pression de surface est deux fois plus important lorsque 
le lipide est insaturé. Quoique nous n 'avons pas effectué de mesures avec des 
lipides saturés, les résultats que nous obtenons pour des lipides présentant des 
degrés d'insaturation différents ne vont pas dans ce sens. Il est difficile de 
trancher la question de compatibilité de nos résultats avec ceux présentés par 
Quinn et Dawson car la différence rapportée par ces auteurs est présente pour 
une monocouche entièrement saturée. De plus, il n'est pas impossible que la 
méthodologie expérimentale utilisée, c'est-à-dire la mesure d'une cinétique 
d'accroissement de n versus la mesure d'une isotherme de compression 
continue, influence significativement le résultat. Afin d'illustrer cette 
éventuelle différence, nous mettrons en relief que, tout comme ces auteurs, 
nous identifions que la pression maximale à laquelle l'adsorption peut se 
produire est de 20 mN m- l . Cependant, les cinétiques d'adsorption du 
cytochrome c sur une monocouche de PC montrent que la pression de surface 
d'équilibre produite par le cyt c varie en fonction de la pression de surface 
initiale de la monocouche lipidique. Une telle dépendance n'est pas observée 
avec notre système dynamique; les limites d'incorporation et d'éjection sont 
invariablement les mêmes peu importe la limite inférieure de n atteinte lors 
de l'expansion. Cette différence des résultats obtenus par des méthodologies 
différentes peut à elle seule faire l'objet d'une étude complète. 
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6.1.2 Influence de la force ionique de la sous-phase sur l'incorporation du 
cytochrome c dans une monocouche de PC bovine. Les isothermes TI-a et Il V-a 
obtenues pour le mélange PC bovine-cyt c sur des sous-phases contenant 0,1; 
0,3; 0,5 et 1,0 M de NaCI sont présentées aux Figures 63 à 66 inclusivement. 
Ces isothermes furent obtenues dans des conditions similaires de 
concentration de protéine, du nombre de lipides déposés et de rapport 
surface-volume du bain. Il ressort clairement des Figures 62 à 66 que 
J'incorporation du cytochrome c dans une monocouche de PC bovine est 
graduellement inhibée alors que la force ionique de la sous-phase est accrue. 
Cette inhibition se manifeste par la double perte des décalages notés entre les 
isothermes TI--o et Il V -a mesurées pour le lipide et le mélange lipide-protéine. 
L'effet est d'autant plus marqué sur les isothermes Il V -a qu'une contribution 
supplémentaire, attribuable à la formation d'une double couche ionique, vient 
masquer l'accroissement de Il V dû à l'incorporation de la protéine. Le potentiel 
électrique, 'l', associé à cette double couche provoque notamment une 
augmentation du potentiel de surface mesuré pour le lipide au point de 
montée de 260 à 310 m V alors que la concentration en NaCl passe de 0 à 1 M. 
Nous n'avons pas tenté de concilier cette croissance du potentiel de surface 
avec la théorie. Les isothermes TI--o du lipide seul ne sont pas affectés par 
l'addition de NaCl. Pour les cycles expansion-compression présentés aux 
Figures 62 à 66, la quantité maximale de protéine incorporée, estimée à partir 
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Ces valeurs, de même que les énergies de stabilisation, sont présentées au 
Tableau 6. 
Tableau 6 
Effet de la force ionique de la sous-pbase sur l'énergie de stabilisation du 
système PC bovine-cytochrome c 
Cone. NaCl n..n AGi AGé AGita 
~g, [~~idll Imgl PC 1 mol PC 1 mol PC 
M lipide mol éq. rés. mol éq.rés. mol éq. rés 
0 3,8 -156 392 236:t 40 
0,1 3,6 -96 410 314:t 60 
0,3 2,1 -57 449 392 :t 115 
0,5 1,2 -151 475 324:t 200 
1,0 1,0 - - -
- résultat non-accessible 
Le Tableau 6 présente certains paramètres calculés depuis les résultats 
montrés aux Figures 62 à 66. Le nombre de résidus fut calculé à partir du âa 
mesuré au maximum de l'expansion selon le formalisme présenté au Chapitre 
4. Les énergies libres d'incorporation et d'éjection ont été calculées en 
considérant les aires moléculaires présentées à la Figure 41. Pour des fins de 
comparaison, ces valeurs ont été rapportées par équivalent-résidu incorporé 
par lipide. Donc les énergies rapportées ne sont pas affectées par le fait que la 
quantité de protéine incorporée est moindre alors que la concentration de Naa 
augmente. Les énergies libre de stabilisation présentées au Tableau 6 
comprennent l'incertitude estimée en considérant une imprécision de 
l'isotberme de référence du lipide seul de :t 1 A2 molécule- l . 
201 
Lorsque la concentration de NaCl passe de 0 à l,a M, la concentration de 
protéine associée par lipide passe de 3,8 à l,a équivalent-résidu associés par 
lipide. Cette constatation est la première démonstration de la dépendance 
ionique de l'incorporation du cyt c dans une monocouche de PC bovine. Cette 
réduction de la quantité de protéine incorporée se fait importante alors que la 
concentration de NaO dépasse 0,1 M. En augmentant cette concentration de 0,1 
à 0,3 M,la décroissance de la quantité de cyt c incorporé dans une monocouche 
de PC passe de 5 à 45 l, comparativement à l'expérience menée sans NaCl. 
Quoique les incertitudes se font plus croissantes lorsque l'effet d'hystérèse est 
amoindri, il apparaît que l'énergie de stabilisation s'accroit lorsque la force 
ionique de la sous-phase est augmentée. Cette augmentation de l'énergie de 
stabilisation est causée par une augmentation simultanée des énergies 
d'incorporation et d'éjection. Cet effet se traduit plus particulièrement par 
l'abaissement de la pression maximale à laquelle le cyt c commence à 
s'incorporer lors de l'expansion. Il est possible de constater en référant aux 
Figures 62 et 63 que lors de l'expansion le décalage des isothermes I1-o 
commence à se manifester à 12 mN m-1lorsque la concentration de NaCl est 
nulle, alors que cette valeur est abaissée à 6 mN m-1 pour une concentration 
de O,IM. Comme la quantité de protéine incorporée n'est pas très différente, le 
cycle obtenu en compression est relativement identique dans les deux cas. La 
différence d'énergie de stabilisation entre les films mixtes présentes sur des 
sous-phases dépourvue de sel et contenant 0,1 M de NaO s'explique par un 
gain moindre d'énergie lors de l'adsorption alors qu'il faut fournir un travail 
croissant pour désorber la protéine. D'une part, le fait que l'incorporation de la 
protéine se manifeste à des pressions de surface moindres laisse présager 
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qu'un moins grand nombre de molécules possèdent l'énergie nécessaire afin 
d'atteindre l'interface et d'interagir avec le lipide. Plus précisément, ce 
comportement peut être représentatif d'une plus forte stabilisation de la 
forme solubilisée du cytochrome c dans une sous-phase hypertonique. 
D'ailleurs, lors de son extraction, le cyt c est décroché des membranes avec une 
solution de rinçage de force ionique modérée. De plus, une fois incorporé dans 
la monocouche lipidique, l'énergie devant être fournie afin d'expulser le 
cytochrome c est plus grande. 
Ce comportement peut, à prime abord, être surprenant puisque 
lorsqu'une interaction lipide-protéine est inhibée par l'augmentation de la 
force ionique du solvant, il est habituel de croire au caractère ionique de cette 
interaction. Dans le cas du système PC-cyt c, nous avons peine à croire qu'une 
interaction de si faible énergie puisse être ionique. Il suffit, pour s'en 
convaincre, de considérer qu'un pont hydrogène (interaction dipôle-dipôle) 
possède une énergie moyenne de 24 kJ mol- l . Afin de conclure sur la nature 
de l'interaction qui prend place entre le cyt c et la PC, certaines données 
supplémentaires concernant l'influence de la force ionique sur la solubilité du 
cytochrome c apparaissent nécessaires. La littérature ne présente pas, à notre 
connaissance, de diagramme rapportant la solubilité du cytochrome c en 
fonction de la force ionique du solvant. C'est sans succès que nous avons tenté 
d'établir la solubilité maximale de la protéine; celle-ci est encore soluble à une 
concentration de SO mg mL-I. De plus, pour des concentrations de cet ordre, la 
quantité de cyt c solubilisé devient égale à la quantité de sel requis pour 
préparer la solution de NaO 1 M! Ces conditions s'éloignent trop des conditions 
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expérimentales dans lesquelles furent obtenues les isothermes du mélange 
lipide-protéine. Nous avons finalement opté pour la chromatographie 
hydrophobe afin de vérifier la dépendance de la solubilité du cytochrome c en 
fonction de la concentration ionique de la sous-phase. Pour ce faire, nous avons 
simplement fabriqué une colonne de I.S I 10 cm d'octyl-Sépharose-CL 4B. Ce 
médium est un tamis moléculaire sur lequel sont branchées des chaînes 
octyles hydrophobes. Lorsqu'une solution de cyt c est appliquée sur un gel 
d'octyl-Sépharose préalablement rincé avec du tampon ne contenant pas de 
NaCl, l'échantillon demeure accroché au sommet de la colonne alors que 
l'élution est poursuivie avec du tampon ne contenant pas de sel. Ce 
comportement est la conséquence de la plus grande affinité du cytochrome c 
pour le support hydrophobe que pour la sous-phase alors que l'éluant ne 
contient pas de NaCl. Lorsque le tampon utilisé contient du NaCl à une 
concentration de O,S et 1,0 M, l'échantillon est immédiatement élué indiquant 
que l'affinité de la protéine pour le solvant aqueuI est plus grande que pour le 
support hydrophobe alors que l'éluant contient du NaCl. Ce résultat est 
caractéristique du phénomène de "salting-in" identifié pour les protéines 
solubles à des concentrations modérées de sel. Pour le cyt c, ce processus est 
effectif jusqu'à des concentrations de 1 M. Ce comportement explique que 
l'énergie d'adsorption du cytochrome c est supérieure alors que la sous-phase 
contient du NaCl. Le bilan des interactions protéine-solvant devient alors plus 
favorable que le bilan des interactions protéine-monocouche. 
Une certaine ambiguïté est relevée dans la littérature en ce qui concerne 
l'influence des ions sur l'incorporation du cytochrome c dans une monocouche 
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de PC. Il est mentionné par Quinn et Dawson (1969b) que l'ajout de Naa à une 
concentration finale de 1,0 M n'affecte aucunement les propriétés 
d'incorporation du cytochrome c sur des monocouches de PC extraite du jaune 
d'oeuf. Ce résultat est en complet désaccord avec nos résultats. De plus, il est 
rapporté par mesure de fluorescence que l'attachement du cytochrome c à des 
vésicules (Teissié et Baudras (1977)), ou des monocouches contenant de la PC 
(Teissié (1981)~ peut être inversé à des concentrations de NaCl de O,lM. 
Finalement, Das et Crane (1964), dans une étude traitant de la formation de 
complexes solubles de cytochrome c et de phospholipides, mentionnent que 
'Taddition de sel au mélange réactionnel empêche la formation du complexe 
soluble". Tous ces résultats portent à croire que l'insensibilité des ions sur 
l'attachement du cyt c à la PC rapportée par Quinn et Dawson (1969b) est le 
fruit d'un artefact. Nous décrivons à la Section 2.2 une méthode permettant la 
purification du Naa pour son utilisation en monocouche. Des expériences 
préliminaires menées avec la système PC-cyt c sur des sous-phases contenant 
du Naa non-purifié ne montraient pas d'éjection du cyt c, c'est même un 
accroissement de 6a qui était observé. Cet accroissement s'est avéré être la 
conséquence de l'incorporation des impuretés tensioactives présentes dans le 
sel. Ayant été confronté à ce problème, nous croyons que le comportement 
rapporté par Quinn et Dawson est du même ordre. 
6.1.3 Concernant l'activité de surface du cytochrome c. Il fut mentionné à 
la Section 1.2.3 que certains auteurs suggèrent que l'activité de surface de 
plusieurs protéines est une conséquence de la distribution asymétrique des 
résidus non-polaires au sein des hélices-a. Il est rapporté par Krebs et Phillips 
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(1984) qu'il existe une relation linéaire entre la pression de surface mesurée à 
l'équilibre pour un film de protéine adsorbée à l'interface air-eau et le produit 
ILH· F où ILH est le moment hydrophobe et F la fraction de la structure 
protéique organisée en hé1ice-a. Plus concrètement, le moment hydrophobe est 
défini par la relation: 
~=[[~IHn sin (&1) ]2 +[~IHn cos(&1) ]2]112 (6.2) 
où N est le nombre d'acides aminés présents dans une hélice-a donnée, Hn est 
l'indice d'hydrQphobicité du résidu n et ~n est la position angulaire du résidu n 
sur le cercle défini par la projection de l'hélice dans le plan normal à son axe 
de progression. Dans le cas de l'hélice-a, l'incrément angulaire ~= 1 00· par 
résidu puisqu'il y a 3,6 résidus par tour d'hélice. Ce concept est toutefois très 
simpliste puisqu'il prévoit que l'activité de surface d'une protéine n'est 
contrôlée que par une caractéristique propre à la protéine et ne dépend pas 
des particularités du substrat sur lequel se produit l'adsorption. De plus, il ne 
permet pas d'expliquer l'influence de certains facteurs externes sur la 
réversibilité de l'adsorption des protéines. Plus explicitement, le concept de 
moment hydrophobe ne prévoit pas que l'incorporation du cytochrome c dans 
des monocouches de PC est affectée par la force ionique du milieu, or nous 
avons montré que c'est le cas. Nous avons tout de même voulu vérifier 
l'applicabilité de cette théorie à l'activité de surface du cytochrome c sur des 
monocouches de PC. 
La Figure 67 rapporte les valeurs de ILH et des hydrophobicités moyennes, 
H, calculées pour les trois hélices-a du cytochrome c. Pour ce faire, nous avons 
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considéré l'échelle normalisée d'hydrophobicité de Janin (t 979 ) citée par 
Eisenberg (1984). Les hydrophobicités furent calculées selon la relation: 
N 
~H 
H = il-O il 
N 
(6.3) 
où les termes Hn et N ont la même signification que dans l'Bq. 6.2. Nous avons 
indiqué sur cette figure la position de la protéine par rapport à la face de 
l'hélice-a, de même que la direction du moment hydrophobe. Il est important 
de mentionner que les valeurs de ~H présentées dans cette figure, de même 
que les valeurs données à la Fig. 4, sont des valeurs moyennes exprimées par 
résidu présent au sein de l'hélice. Bn comparant les valeurs de H et de ~H 
présentées à la Fig. 67, nous pouvons tirer un certain nombre de conclusions. 
D'une part, les hélices-a du cytochrome c ne possèdent pas d'activité de 
surface telle que définie à la Fig. 4. Pour les trois hélices, les moments 
hydrophobes estimés (qui sont compris entre +0 ,14 et +0 ,45 par résidu) sont 
beaucoup trop faibles pour conférer une activité de surface à ces segments qui 
présentent un H compris entre -0 ,28 et -0,78. Selon la définition incluse à la 
Figure 4, les hélices-a du cytochrome c présentent les caractéristiques 
rencontrées dans les protéines globulaires solubles qui n 'ont pas d'activité de 
surface. D'autre part, les moments hydrophobes des hélices 1 et II pointent en 
direction du centre de la protéine alors que le ~H de l'hélice III pointe en 
direction de la sous-phase. Ainsi, seule l'hélice II 1 peut avoir une activité de 
surface sans que des changements structuraux importants surviennent. 
Dans sa définition actuelle, le moment hydrophobe ne permet pas 





HELICE 1 (4-/7) 
H = -036 , 
~= +0,45 
HELICE /1 (58- 69) 
H = -028 , 
HEL/CE III ( 88 -10/ ) 
H = -0,78 
.JJH= +0,23 
Figure 67. Représentation vectorielle du moment hydrophobe des trois 
hélices-a du cytochrome c. La position de ces hélices fut établie en 
conformité avec les valeurs citées dans Rietveld et roll. (198 ~). Les valeurs 
de J!.H et H furent calculées en conformité avec les Eqs. 6.2 et 6.3 en 
considérant l'échelle normalisée de Janin rapportée dans Eisenberg (1984). 
Les portions hachurées indiquent la portion de l'hélice qui fait face à la 
protéine. Les pointillés indiquent la position angulaire de P,H. 
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en évidence un tel processus par la mesure des isothermes Il-a, !::. V -0 et r -0 du 
mélange PC-cyt c. Cette différence entre la théorie et l'expérience met en relief 
la complexité des facteurs impliqués dans les interactions lipide-protéine et la 
nécessité de raffiner les concepts théoriques. Nous devons toutefois 
mentionner que le concept de moment hydrophobe parvient à fournir une 
explication raisonnable de l'activité de surface de la mélitine et de la 
bactériorhodopsine (Eisenberg (1984)). 
6.1.4 Conclusion relative aux systèmes PC-cytochrome c. Nous avons 
montré que la pression de surface et la force ionique du milieu aqueux sont 
deux facteurs qui, indépendamment ou en conjonction, permettent un contrôle 
fin de l'attachement du cytochrome c à une monocouche de PC. Certes, ces 
paramètres furent déjà identifiés par d'autres études mais notre approche 
permet le calcul de l'énergie de stabilisation impliqUée. Cette mesure est 
inédite et peut être effectuée pour tout système présentant une incorporation 
réversible d'une protéine sur un lipide. En particulier, il fut mis en évidence 
que l'ajout de NaCl dans la sous-phase augmente l'énergie d'adsorption du 
cytochrome c. Cet effet est la cause de la plus grande affinité de la protéine 
pour la sous-phase lorsque celle-ci contient des ions; c'est le "salting-in". De 
plus, la protéine qui parvient à sïncorporer dans le film de lipide possède une 
énergie de stabilisation plus élevée. 
En plus du système PC bovine-cytochrome c, nous nous sommes 
intéressés à trois systèmes chlorophylle-protéine présentant une incidence 
209 
biologique: les systèmes chI a-stellacyanine, chI a-plastocyanine et chI a-
cytochrome f. 
6.2 Divers systèmes chloroohylle a-orotéine 
6.2.1 Le mélange chlorophylle a-stellacyanine. La stellacyanine est une 
glycoprotéine cuprique extraite du latex de HiJus vernlce/era. La fonction 
réelle de cette protéine demeure inconnue. Cependant, comme la majorité des 
protéines cupriques, il est possible de lui soupçonner un rôle d'oxydo-
réducteur. 11 faut également mentionner que cette protéine présente certaines 
analogies avec la plastocyanine; protéine agissant comme transporteur 
électronique lors des processus primaires de la photosynthèse. Cette protéine, 
de poids moléculaire de 20 kD, est constituée à 40 \ d'hydrates de carbone, ce 
qui lui confère une grande solubilité dans l'eau. Comme son caractère 
hydrophile en fait un candidat intéressant pour son utilisa"tion en monocouche, 
nous avons voulu vérifier l'interaction de cette protéine avec une monocouche 
de chI a. 
La Figure 68 présente les isothermes n-a et Il V -0 obtenues pour le 
système mixte chI a-scy, alors que la protéine fut injectée sous une 
monocouche de chI a comprimée à 20 mN m- l . Cette expérience fut menée 
alors que la sous-phase A) ne contenait pas de NaCI et B) contenait 0,5 M de 
NaCl. Il apparaît qu'en l'absence de NaO dans le contenu de la sous-phase, la 
protéine s'incorpore légèrement dans la couche de chI a. Si nous comparons le 
comportement de ce système à celui du mélange chI a-cyt c, nous pouvons 
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Figure 68. lsothermesfi-o et6V-o obtenues pour la chlorophylle A et pour le mélange 
chI a-stellacyanine. La. protéine fut injectée sous la monocouche comprimée à 20 mN m- 1. 
Ces expériences furent faites sur des sous-phase A) ne contenant pas de Nacl et B) 
contenant 0,5 M de NaCl purifié par extraction au chloroforme. Sous-phase: Tampon Tris 
10-3M, pH -8.0. Température de ZOtI·C. [scy] - Z.ZxIo-7M. 
conclure que l'interaction entre les deux composés est très faible. L'ajout de 
NaO à une concentration finale de 0,5 M ne fait que diminuer la quantité de 
protéine incorporée dans la monocouche. Le léger écart des isothermes 
observé en A) de même que l'accroissement du potentiel de surface suggèrent 
qu'il y a une légère incorporation de la protéine dans la monocouche. Les 
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changements spectroscopiques de films chI a-scy seront présentés et traités 
subséque m ment. 
6.2.2 Le mélange chlorophylle a-olastocyanine. La plastocyanine est une 
cuproprotéine de poids moléculaire de 10.5 kD (Scawen et coll. (t 975». La 
structure tridimensionnelle de cette protéine soluble fut résolue en 1978 par 
Colman et ses collaborateurs (1978) avec une résolution de 1,6 A. Cette 
protéine. qui présente une forme ellipsoidale, possède une dimension de 40 x 
32 x 28 A. Elle agit comme transporteur électronique entre deux entités 
membranaires: le cytochrome f. compris dans le complexe membranaire 
cytochrome b6/f. et le P700 (Haehnel et coll. (t 980». Tout comme le 
cytochrome c, les aspects concernant le mode de diffusion et de fixation de 
cette protéine présentent un vif intérêt. La chlorophylle ! étant une des 
composantes du P700, nous avons vérifié l'interaction entre la chlorophylle A 
et la plastocyanine. 
La Figure 69 présente les isothermes II-o et li V -0 obtenues pour la ch! a 
et le système binaire chl a-pcy alors que cette dernière fut injectée sous la 
monocouche comprimée à une pression de 20 mN m-t. Ces expériences furent 
menées A) à 0 Met B) 0,5 M de Naa dans la sous-phase. Suite à l'injection de 
la protéine dans la sous-phase en absence de sel, aucune des propriétés de 
surface n'est modifiée. Cependant. un léger décalage des isothermes est 
observé lors de l'expansion et de la compression. La différence d'aire entre les 
deux isothermes est maximale aux faibles pressions (6amu=10 A2 molécule-t ) 
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Figure 69. Isothermes O-<J et6V-fI obtenues pour la chlorophylle ~ et pour le mé1an.ge 
chI a-plastocyanine. La. protéine fut injectée sous la monocouche comprimée à. 20 mN m-
I.Ces expériences furent faites sur des sous-phase A) ne contenant pas de NaCl et B) 
contenant O., M de NaCl purifié par extraction au chloroforme. Sous-phase: Tampon Tris 
10-3M. pH -8.0. Température de 2Ot1·C. [pcyl - 2.7 x 10-7M. 
comportement est similaire à celui observé pour le système chI a-scy sauf que 
l'isotherme Il V-a est moins grandement altérée dans le cas de la plastocyanine. 
Cette différence peut traduire un moment dipolaire plus élevé de la 
stellacyanine comparativement à la plastocyanine. Le collapse du film mixte 
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est le même que celui mesuré pour la chI a seule. L'addition de NaCI à la sous-
phase a un effet important puisque le comportement du système est fort 
différent. Comme il est possible de constater à la Figure 69B, le système chI a-
pey étudié sur une sous-phase contenant 0,5 M de NaC1 présente plusieurs 
analogies avec le système chI a-cyt c. Premièrement, il se produit une forte 
incorporation de pey dans la monocouche de chI a décomprimée. Cette 
incorporation se fait d'autant plus importante que la pression de surface 
diminue. Lors de la phase compression, l'isotherme n-o du mélange chI a-pey 
est en tout point distincte de celle mesurée pour la chI a. Cette différence, 
combinée à la disparition du collapse et de la faible compressibilité du film au-
delà de 30 mN m-1, confirme l'analogie entre les deux systèmes. L'interaction 
faible mesurée entre les deux composés en absence de NaC1 dans la sous-phase 
se transforme en interaction forte alors que 0,5 M de NaCI est ajouté à la 
solution. 
Deux liens peuvent être faits entre l'effet de la force ionique sur la 
fixation de la pey sur une monocouche de chi a et les résultats rapportés dans 
la littérature. En immobilisant la pey et le cyt f sur des tamis moléculaires, 
Khristin (1983) rapporte que le taux de fixation de la pey sur les gels de 
Sépharose et Séphadex G-200 augmente de 60' en présence d'une 
concentration de 0,9 à 1,0 M de NaC1. L'auteur suggère deux interactions 
spécifiques afin d'expliquer ce comportement soit, l'interaction entre les 
groupements carboxyles du gel et la portion N-terminale de la protéine, et la 
participation des groupements hydrophobes de la protéine. Le dernier type 
d'interaction pourrait se produire au niveau des thylacoïdes alors que la 
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concentration ionique au voisinage de la pey change. Cette fixation modulée 
par l'accroissement de la force ionique est suggérée par la forte dépendance 
ionique de l'interaction naturelle entre la plastocyanine et le P700. La 
réduction du P700+ par la plastocyanine augmente de 15 fois alors que la 
concentration de MgOZ passe de 0 à 0,2 M (Takabe et coll. (1983». En 
présence de NaO, quoiqu 'existant, cet effet est dix fois moins marqué. Ce 
phénomène est expliqué par un masquage des charges négatives que 
présentent la membrane et la protéine (Burkey et Gross (1981)). II est 
cependant possible de croire à un changement structurel de la protéine. 
Pour le système chi a-pey, le modèle des monocouches présente deux 
imperfections principales. D'une part, il décrit l'interaction entre la pey et la 
chi a, alors que la pey agit au niveau d'une entité membranaire plus complexe, 
soit le P700. D'autre part, il est peu probable que le NaO ait une incidence 
biologique réelle car ce sont les ions bivalents telle Mg2+ qui ont une incidence 
biologique réelle. Cependant, nous avons mis en évidence une stimulation 
ionique de l'interaction entre la chi a et la plastocyanine. Cette dépendance 
ionique, qui est observée "in vivo", peut provenir de la modification de la 
structure ou des charges de surface de la pey, ce qui favorise son interaction 
avec la chI a. Ce processus peut avoir une incidence biologique réelle si la 
chlorophylle est accessible à la surface de la membrane. Nous tenterons 
ultérieurement d'identifier les facteurs structuraux qui peuvent conduire à ces 
interactions. 
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6.2.3 Le mélange chlorophylle a-cytochrome f. Les isothermes fI-a et D. V-
a obtenues pour la chl a et le mélange chI a-cyt f sont présentées à la Fig. 70. 
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Figure 70. IsothermesU-a et4V-a obtenues pour la. chlorophyl1e ~ et pour le mélange 
ch! a-cytochrome f. La protéine fut injectée sous la mono couche comprimée à 20 mN m- t . 
Sous-phase: Tampon Tris 1O-3M. pH .. S.O. Température de 2OtI·C. [cytf] .. 2.3 1 10-7M. 
Tout comme le mélange chl a-cyt c, la pression de surface s'accroît 
immédiatement après l'addition du cyt f au système. Ce comportement, qui 
traduit l'incorporation spontanée de la protéine dans le film de chI a ne se fait 
cependant pas sentir au niveau du potentiel de surface. C'est en fait une 
diminution moyenne de 10 m V qui est notée suite à l'injection de la protéine 
et l'homogénéisation de la sous-phase. Cet écart mesuré est cependant 
inférieur à la fluctuation de 15 m V notée sur les mesures de potentiel de 
surface des corps purs. Il apparaît clairement que suite à l'expansion du film 
mixte, autant l'isotherme de pression que de potentiel de surface demeure 
différente de celle mesurée pour la chI a seule. De plus, la première 
décompression ne peut être retrouvée lors des expansions ultérieures. Tout 
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comme pour le mélange chI a-cyt c, un nouveau film est formé suite à 
l'incorporation du cyt f dans une monocouche de chI a. Ce film, également très 
visqueux, présente la formation de filaments verts à forte pression de surface. 
La différence du comportement des isothermes Â V -0 notée entre les 
systèmes chI a-cyt c et chI a-cyt f peut être la cause d'une différence de la 
distribution des charges au sein des deux protéines. Cette supposition est en 
accord avec une étude rapportant qu'à un pH de 8,0 et une pression de surface 
de 6 mN m- l, le cyt c possède un potentiel de surface supérieur de 40 mV à 
celui du cyt f (Chin et Brody (1975». 
Les spectres d'absorption de monocouches de ces systèmes mixtes furent 
mesurés. Ces résultats sont présentés à la section suivante. 
6.2.4 Propriétés d'absorption des films de chlorophylle a et des mélanges 
chlorophylle-protéine. Nous avons présenté à la Section S les différences 
observées entre les spectres d'absorption mesurés pour la chI a seule et le 
mélange chI a-cyt c. L'effet majeur noté, soit le déplacement hypsochromique 
du maximum d'absorption de la chlorophylle, suggère une dilution de la chI a 
par le cyt c. Ce résultat, de même que les résultats obtenus pour les systèmes 
chI a-scy, chI a-pcy et chI a-cyt f sont résumés au Tableau 7. 
Deux commentaires s'imposent concernant les données présentées au 
Tableau 7. Premièrement, la précision des valeurs citées pour la chI a pure et 
le mélange chI a-cyt c est dix fois supérieure aux valeurs citées pour les 
systèmes chI a-scy, chI a-pcy et chI a-cyt f. Cet état de fait est dû à 
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l'utilisation, dans le cas de la chI a et du mélange chI a-cyt c, d'un système 
d'acquisition et de traitement informatique des spectres. Dans les autres cas, 
ces opérations durent être faites "manuellement". En second lieu, les valeurs 
rapportées pour le système ch! a-pcy en présence de NaCI 0,5 M ne 
comportent que le maximum d'absorption dans le rouge; les autres données 
sont inaccessibles étant donné la trop forte diffusion lumineuse provoquée par 
la présence d'un mince film de Naa solide sur la lame. 
Tableau 7 
Comparaison des propriétés d'absorption de la chlorophylle ~ et des mélanges 
chlorophylle ~-protéine déposés· sur des lames de quartz par la méthode de 
Langmuir-Blodgett à une pression de surface de 20 mN m-1 
Description Àmax rouge 1 mil rQug~ Àmax bleu 1 mu bleu 
(nm) monocouche (nm) monocouche 
chia 680 0,0108 439 O,OI3~ 
chi a-cyt c 673 0,0077 436 0,0108 
chI a-scy 676 0,010 437 0,013 
chia-pey 676 0,011 437 0,014 
(+NaCn 670 - - -
chI a-cytf 674 0,008 437 0011 
-donnée non-accesslble car la lame diffuse(présence de NaCl solide) 
·Sauf pour le système chI a-cyt f,les rapports de déposition sont compris entre 0,9 et l ,O. 
D8Jls le cas du système chI a-cyt f,le rapport de déposition n'est que de 0.70-o,n. 
11 est un peu surprenant de constater que les mélanges qui ne présentent 
pas d'interactions fortes, c'est-à-dire les systèmes ch! a-scy et ch1 a-pcy (0 M 
Naa) présentent un déplacement hypsochromique. Quoique l'intensité 
d'absorption par monocouche de chI a ne soit pas grandement affectée, ce 
déplacement doit traduire une incorporation de la protéine ou une 
modification de la structure de la chI a médiée par ces protéines. Il n'est 
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cependant pas impossible qu'un artefact provenant de la procédure de 
déposition soit en cause. Lors de la déposition sur support solide hydrophile, le 
film ne se dépose que lors de la remontée. Lors de la descente, si elle présente 
une affinité suffisante pour le substrat hydrophile, la protéine peut s'adsorber 
sur celui-ci. Ainsi, nous avons observé que lorsque nous effectuons la 
déposition d'une monocouche de ch! a sur une lame où nous avons 
préalablement laissé s'adsorber du cytochrome c, le déplacement 
hypsochromique est observé. Il est possible que cet effet ait un rôle à jouer 
dans le cas des systèmes ch! a-sey et ch! a-pey (OM NaO). Malgré l'imprécision 
de la mesure et l'effet perturbateur de la couche solide de sel sur la lame, le 
système chI a-pey présente un déplacement hypsochromique plus important 
en présence de sel. Cette condition est celle où les deux composants présentent 
un maximum d'interaction. Dans le cas du système mixte chI a-cyt f, il est 
surprenant de constater que l'intensité d'absorption par monocouche ne soit 
diminuée que de 7~ alors que l'isotherme présenté à la Figure 70 montre une 
augmentation de 33~ de raire occupée par la chlorophylle, lorsqu'associée au 
eytochrome f. Toutefois, il faut prendre en considération les rapports de 
déposition plus faibles obtenus pour ces lames. 
En fait, cette série de résultats nous confronte aux problèmes bien réels 
inhérents au transfert des films par la méthode de Langmuir-Blodgett. Certes, 
nous pouvons constater que l'incorporation des protéines dans des films de ch! 
a apporté des modifications aux propriétés d'absorption de la ch! a, cependant, 
l'interprétation de ces modifications est limitée par les faiblesses de la 
technique. En l'occurrence, nous ne pouvons être absolument certains que la 
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solution de protéine ne s'adsorbe pas sur la lame et que le transfert sur un 
support solide n'influence pas l'organisation des molécules. Nous ne pouvons 
négliger les interactions entre la monocouche et le substrat. N'avons nous pas 
mentionné que, dans le cas du mélange chlorophylle A-cytochrome c, 
l'attachement du film mixte au support est si fort qu'il faut gratter la surface 
de la lame avec une spatule afin de le décrocher? Il est impossible de négliger 
l'éventuelle influence de l'interaction film-substrat pour un tel système. Les 
données spectroscopiques obtenues suite au transfert des films mixtes chl-
protéine nous apparaissent donc des indications de la force de l'interaction. Les 
propriétés optiques de ces systèmes demandent à être caractérisées 
directement à l'interface air-eau afin de donner une interprétation 
quantitative complète. Cette mesure ne nous fut pas accessible. 
6.2.5 Les facteurs pouvant moduler l'interaction chlorophylle-protéine. 
Nous avons caractérisé certains systèmes chlorophylle-protéine présentant des 
comportements distincts. Le système ch! a-scy présente peu ou pas 
d'interactions avec la chI a. Le système chI a-pcy présente une forte 
interaction avec la ch! a alors que du NaQ est ajouté à une concentration de 
0,5 M dans la sous-phase; cette même interaction est faible alors que la sous-
phase est dépourvue de sel. Le système ch! a-cyt c tout comme le système chi 
a-cyl f présente une forte interaction entre les deux composants. Quels sont les 
facteurs qui modulent la spécificité de ces interactions? Nos résultats 
permettent-ils d'identifier des points communs entre les protéines présentant 
une forte affinité vis-à-vis de la chlorophylle? 
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Premièrement, ces résultats nous permettent d'affirmer que toutes les 
protéines et tous les polypeptides ne présentent pas la particularité d'interagir 
avec la chl a. Notamment, cette affirmation est confirmée par l'absence 
d'interactions que nous avons mesurée pour les systèmes chl a-
polyasparagine, chi a-polylysine et chl a-polyacide aspartique. Les résultats 
obtenus pour le système chl a-scy sont du même ordre. Min d'identifier 
d'éventuels facteurs de la structure primaire, secondaire ou tertiaire de ces 
protéines qui peuvent expliquer la spécificité de l'interaction chlorophylle-
protéine, nous allons successivement comparer les divers niveaux de structure 
du cytochrome c, de la stellacyanine, de la plastocyanine et du cytochrome f. 
6.2.5.1 La structure primaire des quatre protéines utilisées. La 
séquence d'acides aminés des quatres protéines que nous avons utilisées sont 
présentées à l'Annexe C. Déjà nous pouvons avoir la conviction que la structure 
primaire d'une protéine ne peut être le seul facteur responsable de 
l'interaction chlorophylle-protéine; la spécificité de l'interaction entre la pcy et 
la chlorophylle.! médiée par le contenu ionique de la sous-phase en est la 
preuve. Cependant, nous tenterons de mettre en relief la possibilité qu'ont 
certains acides aminés d'interagir avec la chlorophylle. Cette comparaison est 
permise puisque les quatre systèmes rapportés ont été caractérisés dans des 
conditions similaires. Si, indistinctement de la dépendance du contenu ionique 
de la sous-phase, nous considérons la gradation d'interaction chlorophylle-
protéine suivante, cyt f> pcy1 cyt c> scy, pouvons-nous mettre en relief un 
rapport entre le contenu en un ou plusieurs acides aminés des protéines et 
cette gradation? Le Tableau 8 résume le contenu global en acides aminés des 
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quatres protéines. Il est à noter que pour les raisons abordées à la Section 
2.1.2, nous avons négligé la section du cyt f qui comprend les résidus 250 à 
285. 
Tableau 8 
Composition en acides aminés du cytochrome f, de la plastocyanine, du 
cytochrome c et de la stellacyanine* 
acide aminé eytochrome f Dlastocyanine eytochrome c stellacyanine* 
LYS 17 6 19 10 
ARG 9 0 2 3 
GLU 15 9 9 0 
GLN 12 1 3 4 
ASP 12 6 3 9 
ASN 14 5 5 7 
TYR 9 3 4 8 
PRO 24 5 4 3 
THR 9 5 10 9 
SER 13 7 0 4 
HIS 2 2 3 4 
GLY 24 13 12 8 
ALA 15 7 6 3 
TRP 0 0 1 2 
MET 1 2 2 0 
PHE 7 6 4 5 
LEU 20 7 6 3 
VAL 23 Il 3 13 
ILE 21 3 6 5 
CYS 2 1 2 3 
Total 249 99 104 103/107 
. .. 
* Une certaine confusion existe da.ns la littérature concerna.nt la compos1tion exacte de la 
stellacyanine. Nous avons calculé la composition présentée depuis la séquence donnée 
da.ns Bergma.n et coU. (1977). 
Nous ferons avant tout deux commentaires sur les données présentées au 
Tableau 8. En premier lieu, nous n'avons pas considéré la section regroupant 
les acides aminés 250 à 285 du cytochrome f. Comme nous l'avons mentionné 
précédemment, ce segment est excisé lors des étapes de purification. C'est 
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d'ailleurs cette modification qui confère au cytochrome f utilisé son 
hydrosolubilité. Deuxièmement, la séquence analysée est celle du cytochrome f 
du pois alors que le cytochrome f que nous avons utilisé provient du navet. 
Quoique la séquence du cytochrome f du navet ne soit pas présentement 
élucidée, nous avons tout de même effectué la comparaison. Il est d'ailleurs 
mentionné qu'il existe un fort taux d'homologie entre les séquences du cyt f 
provenant de diverses sources (Willey et coll. (t 984». Troisièmement, nous 
constatons une certaine ambiguïté dans la littérature concernant la séquence 
de la stellacyanine. Dans l'article que nous avons utilisé, Bergman et coll. 
(1977) rapportent que la stellacyanine ne contient ni glutamine, ni 
asparginine, alors que la structure présentée comporte quatre résidus de 
glutamine et sept résidus d'asparginine! Nous avons d'ailleurs relevé d'autres 
différences entre la composition globale citée dans le texte et celle présentée 
dans la séquence. Pour cette raison, nous avons calculé l.a composition depuis 
la séquence rapportée dans la figure. Celle-ci comprend 103 des 107 acides 
aminés composant la protéine. 
Le seul acide aminé retrouvé dans ces quatre protéines qui coïncide avec 
l'échelle de gradation de l'interaction chlorophylle-protéine présentée 
précédemment est l'acide glutamique. Cependant, la stellacyanine contient 
neuf résidus d'acide glutamique, cousin proche de l'acide aspartique, ne 
différent que d'un groupement méthyle. A la lueur des résultats obtenus, il est 
impossible de statuer qu'un ou plusieurs acides aminés sont responsables de la 
spécificité de l'interaction chlorophylle-protéine. 
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6.2.5.2 Les structures secondaires et tertiaires des protéines utilisées. 
Parmi les raisons qui ont guidé le choix de ces protéines, le critère de solubilité 
en fut un d'importance. Nous avons voulu que les effets mesurés soient la 
manifestation d'interactions chlorophylle-protéine ou lipide-protéine, non pas 
le reflet de l'affinité des protéines pour l'interface air-eau. Trois des protéines 
que nous avons utilisées sont naturellement hydrosolubles et la quatrième est 
rendue soluble par excision d'une portion transmembranaire. Ces protéines 
globulaires hydrosolubles sont généralement structurées afin de maIimiser les 
interactions entre les groupements polaires, d'une part, et de maximiser le 
contact entre les groupements hydrophobes, d'autre part. La structure 
tridimensionnelle exacte de ces protéines n'est connue que pour le cytochrome 
c (Dickerson (1972» et la plastocyanine (Colman et coll. (1978 ». 
Même si ces quatre protéines présentent des propriétés de protéines 
hydrosolubles, nous avons désiré vérifier plus finement si la polarité de ces 
polypeptides peut être un facteur régissant la spécificité des interactions 
chlorophylle-protéine. Comme la technique que nous avons utilisée permet 
d'identifier globalement l'affinité de ces différents couples chlorophylle-
protéine, il est intéressant de classer ces protéines selon un indice global de 
polarité. L'indice d'hydrophobicité défini à l'Eq. 6.3 constitue une base de 
comparaison intéressante. Nous avons calculé les indices d'hydrophobicité 
moyens du cyt c, du cyt f, de la scy et de la pcy en utilisant l'Eq.6.3 et en 
considérant les séquences citées à l'Annexe C. Pour ce faire, nous avons 
considéré l'échelle normalisée de Janin (Eisenberg (1984» qui offre l'avantage 
d'avoir été établie pour les protéines globulaires hydrosolubles. Ces valeurs, de 
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même que l'indice calculé pour la portion transmembranaire du cyt f, sont 
présentées au Tableau 9. 
Tableau 9 
Comparaison entre les indices d'hydrophobicité du cytochrome f, de la 
plastocyanine, du cytochrome c et de la stellacyanine. Les valeurs furent 
calculées en considérant les compositions présentées au Tableau 8 et en 
utilisant l'échelle normalisée de Janin ( 1979) 
cytochrome f plastocyanine cytochrome c stellacyaninl 
résidus 0-2~9 résidus 250-270 
-0,04 0,68 0,08 -0,32 -0 12 , 
Plus les valeurs présentées au Tableau 9 sont négatives, plus la protéine 
considérée est hydrophile. Inversement, plus l'indice d'hydrophobicité est 
positif, plus la protéine est hydrophobe. Il est ainsi possible de constater que 
la plus hydrophile des protéines répertoriées est le cytochrome c. A l'autre 
extrême, la section transmembranaire du cytochrome f, donnée à titre 
comparatif, présente un indice d'hydrophobicité fortement positif. Il est 
intéressant de constater que le cyt f dépourvu de ce segment présente un 
indice d'hydrophobicité inférieur à celui de la plastocyanine et supérieur à la 
stellacyanine. Puisque le calcul de l'indice d'hydrophobicité de la stellacyanine 
ne tient pas compte du fort pourcentage en poids d'hydrates de carbone que 
contient cette protéine, son indice d'hydrophobicité est surévalué. En utilisant 
les indices d'hydrophobicité présentés au Tableau 9, nous pouvons classer les 
protéines par ordre croissant d'hydrophobicité de la façon suivante: cyt c > scy 
> cyt f > pcy. Cette gradation ne permet pas d'expliquer que la force des 
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interactions chlorophylle-protéine est simplement gouvernée par 
l'hydrophobicité des polypeptides. 
Nous sommes présentement confrontés à la faiblesse de la technique des 
monocouches à identifier spécifiquement la nature des interactions mesurées. 
Cette technique permet, comme nous l'avons montré, de mettre en évidence 
des interactions fortes et faibles. Cependant, il est impossible d'identifier 
spécifiquement, tel que nous avons tenté de le faire, les facteurs responsables 
de la force de ces interactions. Afin de caractériser plus précisément les 
facteurs qui gouvernent ces interactions, il apparaît nécessaire d'avoir recours 
à des techniques spectroscopiques spécifiques telle la spectroscopie infra-
rouge. Idéalement, il faudrait être capable d'effectuer ces mesures directement 
à l'interface air-eau afin de contourner les problèmes inhérents à la déposition 
sur un substrat solide. L'utilisation de cette technique permettrait d'obtenir 
des informations sur la structure secondaire de la protéine et d'identifier le 
couplage ou non de certains groupements fonctionnels. Une telle étude 
constitue la suite logique du présent travail. 
CHAPITRE 7 
CONCLUSION 
Par ce travail, nous avons montré l'utilité de la technique des 
monocouches afin de mesurer la force des interactions entre des protéines 
solubles et des monocouches insolubles dans la sous-phase. La particularité de 
l'approche que nous avons utilisée consiste à mesurer les isothermes de 
pression, de potentiel et de radioactivité de surface du -système mixte soumis à 
des cycles expansion-compression opérés depuis des fortes pressions de 
surface. L'interaction faible entre les deux composés se traduit par une 
incorporation de la protéine réversible et dépendante de la pression de 
surface. Ces systèmes montrent des hystérèses dont l'amplitude grandit au fur 
et à mesure que la pression minimale d'expansion décroît. Ce comportement 
correspond à une incorporation grandissante alors que la pression de surface 
décroît. Les systèmes binaires qui présentent une forte interaction sont 
caractérisés par l'irréversibilité de l'incorporation de la protéine dans la 
monocouche; seule la première expansion présente un comportement distinct, 
les compressions et expansions subséquentes donnent des isothermes 
identiques. La différence notée pour la première expansion correspond à un 
mécanisme permettant de maximiser les interactions de contact entre les deux 
composés. Une fois les liens établis et stabilisés, le comportement interfacial du 
mélange est distinct de celui observé pour la monocouche insoluble seule, et ce 
peu importe l'état de compression du mélange. Cette irréversibilité de 
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l'incorporation dénote une forte stabilisation de la protéine dans la 
monocouche. 
Afin de vérifier l'applicabilité de la loi d'additivité, nous avons déterminé 
les propriétés interfaciales de films de protéines déposés à partir de cristaux, 
d'une solution éthanol:eau ou simplement adsorbés depuis la sous-phase. 
Seules les aires moléculaires obtenues par déposition dans une solution 
éthanol:eau (2:1, v:v) donnent des isothermes 11-0 reproductibles. La 
déposition cristalline donne des aires moléculaires six fois moindres que celles 
mesurées pour la déposition dans la solution éthanol:eau. Lorsque la pression 
de surface est prise comme point de comparaison, la relation entre II-Â V et 11-
M est la même montrant que la nature des films formés ne dépend pas de la 
méthode de déposition, seule la quantité de matériel demeurant à l'interface 
varie. Les films de protéine se comportent de façon élastique entre 0 et 8 mN 
m-1. Le comportement inélastique observé entre 8 et 20 mN m-1 suggère qu'il 
se produit une éjection graduelle de la protéine composant le film. 
Nous avons montré en combinant les isothermes 11-0 et r -0 obtenues 
pour le système PC{18:1)-cyt c qu'il est possible d'estimer la quantité de 
protéine associée à chaque lipide en évaluant Âa et en référant à l'isotherme 
11-0 obtenue pour le cyt c déposé dans la solution éthanol:eau. La quantité de 
protéine associée par lipide croît lorsque le système atteint des pressions de 
surface décroissantes. L'expulsion graduelle et complète du cytochrome c se 
produit entre 14 et 23 mN m-1. L'augmentation de la pression minimale 
d'expulsion de la protéine de 8 mN m-1 (pour une monocouche pure de 
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protéine) à 14 mN m- 1 (pour le système PC(18:1)-cyt c) est une conséquence 
de la stabilisation de la protéine dans la monocouche. Nous avons établi un 
formalisme permettant de quantifier cette énergie de stabilisation à partir des 
isothermes I1-o obtenues pour le mélange lipide-protéine. Cette approche 
inédite nous permet d'estimer à 2.50 J mol lipide (mol éq.résidus)-l, l'énergie 
d'interaction entre le cyt c et la PC(18:t). Des expériences menées avec le 
système PC bovine-cyt c donnent des énergies équivalentes, quoique ce lipide 
possède un indice d'insaturation moins élevé que la PC( 18: 1 ). Lorsque l'énergie 
de stabilisation est traduite en énergie hydrophobe, elle correspond au 
transfert, pour chaque protéine, d'une surface de 2.50 A. Cette faible 
interaction permet d'estimer les potentiels de surface du mélange comme la 
somme des potentiels de surface des corps . purs. Cette procédure inédite 
d'évaluation de l'énergie de stabilisation d'une protéine dans une monocouche 
peut être appliquée à tout système lipide-protéine qui présente une 
incorporation réversible. Les systèmes dipalmitoylphosphatidylcholine-
albumine sérique humaine (Taneva et coll. (1984» et phosphatidylglycérol-
cardiotoxine IV (Bougis et coll. (1987» sont des candidats idéaux pour une 
telle étude. 
Cette approche nous a également permis de montrer que l'ajout, dans la 
sous-phase, de NaCl à une concentration finale de 1,0 M annihile 
presqu'entièrement l'incorporation du cyt c dans une monocouche de PC 
bovine. Nous avons également mis en évidence qu'en même temps que la 
quantité de protéine décroît l'énergie de stabilisation de la protéine adsorbée 
est accrue. Cette augmentation de 6Gsta est provoquée par une augmentation 
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conjointe des énergies d'incorporation et d'expulsion de la protéine. Par 
chromatographie hydrophobe, nous avons constaté qu'effectivement J'affinité 
du cyt c pour le milieu aqueux est accrue en présence de NaCl. La raison de 
J'augmentation de J'énergie d'expulsion demeure cependant inexpliquée. 
Une forte interaction prenant place entre la chlorophylle ! et le 
cytochrome c fut identifiée. Tel qu'il fut montré précédemment, cette 
interaction est principalement caractérisée par J'irréversibilité de 
J'incorporation de la protéine dans la monocouche de chl a. Après la première 
expansion, le nombre d'équivalents-résidus associés par chlorophylle demeure 
relativement constant, peu importe la pression de surface à laquelle nous 
soumettons le film. La loi d'additivité est impuissante à décrire les différences 
d'aires moléculaires aussi bien que les potentiels de surface d'un tel système. 
Nous mettons également en évidence qu'une structuration tridimensionnelle 
du mélange se produit lorsque celui-ci est comprimé au delà de SO mN m- l . Il 
est alors possible de recueillir un soUde pigmenté qui apparaît virtuellement 
insoluble, aussi bien dans les solvants polaires que non-polaires. 
En combinant les résultats obtenus pour le système chi a-cyt c et ceux 
obtenus pour les systèmes chl a-scy, chI a-pcy et chl a-cyt f, nous avons mis en 
évidence que les interactions chlorophylle-protéine sont spécifiques. Il est 
entre autre possible de moduler ces interactions en ajoutant des ions au 
contenu de la sous-phase. Cet effet peut être la cause d'un changement de 
structure de la protéine ou d'un masquage des charges de surface présentes 
sur la plastocyanine. Tous ces systèmes présentent, dans des conditions 
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identiques de déposition, des déplacements hypsochromiques du maximum 
d'absorption dans le bleu de la chlorophylle ~. Ce comportement est en accord 
avec une dilution de la ch! a par la protéine. Cependant, nous croyons que 
l'acquisition des spectres directement à l'interface air-eau est nécessaire afin 
de s'assurer que ce déplacement hypsochromique n'est pas provoqué par 
l'adsorption de la protéine sur la lame de quartz. 
Le résultat obtenu pour le système chlorophylle ~-plastocyanine présente 
un certain intérêt puisque la plastocyanine possède un rôle de transporteur 
électronique entre le cytochrome f et le P700. Ainsi, en présence d'ions dans le 
milieu aqueux, la plastocyanine présente une forte interaction avec la 
chlorophylle !, un des constituants du P700. Il a d'ailleurs été observé que 
l'interaction entre la plastocyanine était favorisée en présence d'ions. 
Le résultat obtenu pour le système chlorophylle ~-cytochrome f présente 
une incidence indirecte. Nous avons identifié que le cytochrome f interagit 
fortement avec la chlorophylle ~. Il s'avère que "in vivo" , la chlorophylle ~ ne 
se fixe pas au cytochrome f mais se retrouve plutôt accrochée à des 
polypeptides transmembranaires. Comme le cytochrome f est une protéine 
pOlaire ancrée à la surface de la membrane des thylacoïdes par un segment 
transmembranaire hydrophobe, il semble donc que la partie hydrosoluble du 
cyt f et la chlorophylle ~ ne sont jamais en contact. 
Quoiqu'elle comporte de nombreux avantages, la technique de 
radioactivité de surface présente un inconvénient majeur: celui du marquage. 
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Nous avons rapporté que suite au marquage, les aires moléculaires mesurées 
pour le [14CJ cytochrome c sont légèrement supérieures à celles de la protéine 
native. De plus, la pression où l'éjection du cytochrome c d'une monocouche de 
PC( 18: 1) est décrue de deux mN m-1 lorsque la protéine est marquée. Cet effet 
du marquage pose le problème de la modification des propriétés de la protéine 
suite à une réaction chimique qui n'est pas douce. Nous demeurons absolument 
convaincus de la grande utilité de la mesure de radioactivité de surface dans la 
caractérisation des interactions chlorophylle-protéine et lipide-protéine à 
l'interface air-eau. Le seul moyen de contourner les désavantages propres au 
marquage de la protéine consiste à se tourner vers la biosynthèse des 
protéines à l'aide de précurseurs radioactifs. Cette procédure est non-
perturbante mais elle est cependant très exigeante puisqu'elle demande de 
pouvoir contrôler la biosynthèse d'une protéine donnée et d'en effectuer par la 
suite l'extraction et la purification. De la même façon, il est possible d'obtenir 
de la [14CJ chlorophylle ~ biosynthétiquement marquée en utilisant l'acide 
aminolévulinique (Bhyada et Castelfranco (1985)). 
La vérification de l'applicabilité de la méthode de caractérisation des 
interactions lipide-protéine à d'autres systèmes présentant une incorporation 
réversible régularisée par la pression de surface constitue une poursuite très 
intéressante de ce travail. Nous avons cependant dû avouer notre impuissance 
à identifier spécifiquement la nature des interactions impliquées. Toutefois, il 
s'avère raisonnable de conclure que l'interaction chI a-cyt c se joue au niveau 
de l'anneau porphyrique du chromophore. En effet, la chI a présente deux 
portions: le cycle porphyrine et la chaîne phytyle. Si l'interaction entre la 
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chlorophylle ~ et le cytochrome c était purement une interaction hydrophobe, 
un comportement identique à celui observé pour le système PC-cyt c serait 
noté car la chaîne phytyle de la chI a présente des propriétés analogues des 
chaînes hydrocarbonées de la PC. Afin d'obtenir plus d'éléments relatifs à la 
spécificité de ces interactions lipide-protéine, nous croyons qu'il est nécessaire 
de se tourner vers des outils spectroscopiques plus puissants telle la 
spectroscopie infra-rouge. Cette technique appliquée à l'étude des 
monocouches à l'interface air-eau permettrait de sonder spécifiquement la 
structure secondaire de la protéine et le couplage entre des fonctions 
chimiques particulières. Les difficultés majeures relatives à l'application de 
cette technique au système présenté est d'une part la complexité des spectres 
des protéines et d'autre part la faible absorptivité d'une monocouche. Nous 
croyons que le jeu en vaut la chandelle puisqu 'un tel outil, combiné à la 
technique d'étude des systèmes lipide-protéine rapportée dans ce travail, 
permettrait de faire progresser de façon phénoménale l'étude de ces systèmes 
binaires, modèles des biomembranes. 
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ANNEXE A 
LES PROPRIETES INTERFACIALES DE L'ACIDE OCTADECANOIOUE 
Les systèmes lipide-protéine et chlorophyJ1e-protéine sont beaucoup plus 
complexes que les systèmes binaires constitués de deux composés insolubles 
dans la sous-phase. Cette complexité tient en grande partie du fait que la 
protéine peut se répartir entre la sous-phase et le film insoluble. 
Naturellement, la compréhension des interactions qui prennent place dans le 
système mixte doit passer par une bonne connaissance des propriétés 
interfaciales des composés purs. De plus, il est nécessaire de bien connaître les 
limites des mesures expérimentales choisies. Pour cette raison, nous avons 
caractérisé les isothermes TT-o, f-o et -a6-o de l'acide octadécanoIque étalé à 
l'inierface air-eau. En plus de fournir une base intéressante d'interprétation 
des isothermes ellipsométriques, ces expériences nous ont permis de calibrer 
le détecteur de radioactivité et d'en identifier les limites d'opération. 
A.l L'isotherme de pression de surface-aire moléculaire de l'acide 
octadécanoIgue 
L'isotherme n-o de l'acide octadécanoIque étalé sur une sous-phase de tampon 
phosphate 10-3 M, pH=7,0 est présentée à la Figure 71 . Cette isotherme 
comporte une compression jusqu'à 20 mN m-1, une expansion à pression nulle 
et une recompression jusqu'à forte pression. L'écart maximal par rapport à 
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Figure 71. Isothermes n..q et r-a de l'acide octadécanolque étalé à l'interface air-
Tampon phosphate 10-3M, pH-7,O. Le film fut soumis à un cycle compression-elpansion-
compressioA. CoAditioAs elpérimeAtales: Surface de fenêtre de 2',' cm2, tension 
d'opération-1700V, discrimiAateur-O,'V, débit de P-' de 71,9 ml min- I et distance 
détecteur-interface - 0,610 cm. Rendement global de détection: 12". 
pressions supérieures à 25 mN m-1, les isothermes obtenues diffèrent 
grandement d'une expérience à l'autre. Comme nous le verrons plus loin, ces 
différences sont la conséquence de modifications importantes de la structure 
du film. Pour fin de comparaison, nous avons groupé au Tableau 10 les valeurs 
d'aires moléculaires présentées sur notre isotherme fl-a et des valeurs 
rapportées dans la littérature. Compte tenu des erreurs expérimentales, nos 
mesures se comparent avantageusement aux valeurs rapportées dans la 
littérature. La seule isotherme qui présente des différences significatives est 
celle rapportée par Cook et Ries (t 956). Dans le même article, les auteurs 
rapportent des isothermes ll-a identiques à celle que nous présentons; ces 
isothermes furent obtenues alors que le chloroforme et l'hexane furent 
substitués au benzène comme solvant d'étalement. Ce résultat, combiné à la 
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constatation que les différences présentes entre notre courbe et celle 
rapportée par ces auteurs s'amenuisent alors que la pression de surface 
augmente, laisse présager que le benzène utilisé dans l'étude de Cook et Ries 
était contaminé par des impuretés tensioactives. L'isotherme II-o de l'acide 
octadécanoïque comporte trois zones présentant des compressibilités 
différentes: II=O, 0 $ II (mN m-1) $ 25 et II> 25. 
Tableau 10 
Comparaison des aires moléculaires mesurées à diverses pressions de surface 
pour l'acide octadécanoïque étalé à l'interface air-eau. Les isothermes de 
référence furent toutes effectuées à un pH voisin de 7,0 et en absence de se!. 
II a 
(mN m- 1) (A Z molécule-1) 
référence (1) (2) (3) (ce travail) 
0 38,0 25.2 25.0 25.2 
5 28,6 22,9 23,0 23,4 
10 23,5 22,0 22,0 21,9 
15 22,1 21,0 21,5 20,8 
20 20,1 - 20,0 19,7 
25 20,0 - 19,1 18,5 
. (1 )Coot et Ries (19~6) 
(2 )Abraham et coll. (1982) 
(3)Hifedaet Rayfield (l98~) 
La première zone est généralement associée à l'état gazeux du film. Nous 
avons certaines restrictions concernant l'utilisation du terme "gazeux" afin de 
qualifier cet état. Le volume moyen occupé par les molécules d'un gaz est, à 
pression atmosphérique, de quelques ordres de grandeur supérieur au volume 
moléculaire. Pour la plupart des gaz considérés dans des conditions standards, 
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la portion du volume occupée par les atomes est d'environ 0,1 S %. Dans notre 
cas, les aires moléculaires où la pression de surface est nulle ne sont moindres 
que d'une dizaine d' A2 molécule- l du point où l'on retrouve les molécules 
empaquetées aussi efficacement que dans un cristal tridimensionnel. A notre 
avis, l'état gazeux d'un film d'acide octadécanoïque est rencontré à quelques 
centaines d'A2 molécule- l . Lorsque nous voudrons référer à cet état du film, 
nous parlerons du film relâché. Comme nous le verrons ultérieurement, le film 
comprimé dans cet état est très inhomogène et présente des discontinuités 
importantes. 
La seconde zone comprise entre 0 et 2S mN m- l correspond à l'état où la 
compression provoque un redressement des chaînes hydrocarbonées jusqu'à 
obtenir un cristal bidimensionnel. Il est à noter que lorsque nous parlons de 
pression nulle, nous signifions que la pression est non-détectable avec notre 
balance dont la précision est de %0,3 mN m- l . Cette zone est caractérisée par le 
fait qu'en compression et en expansion, les isothermes fi-a obtenues sont 
identiques et, lorsque la compression est interrompue, la pression de surface 
est stable sur des périodes de temps de plus de 30 minutes. L'homogénéité du 
film présent dans cet état sera démontrée subséquemment. 
La troisième zone, généralement associée à une phase solide, présente un 
comportement fort instable. Lorsque la compression est stoppée au-delà de 25 
mN m-1, la pression chute graduellement pour atteindre une valeur d'équilibre 
apparent voisine du point d'inflexion (fi=25 mN m- l ). Dans le cas des 
isothermes où la compression est discontinue, fi=25 mN m- l représente 
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également la limite supérieure où la pression de surface est stable lorsque la 
compression est interrompue. Ainsi, la pression de surface mesurée au-delà de 
11=25 mN m- l n'est pas une valeur d'équilibre. Pour 18 expériences, où la 
compression fut stoppée à des pressions supérieures à 40 mN m- l, nous avons 
obtenu une pression de surface d'équilibre apparent de 24,8 ! 3,0 mN m- l. 
Pour ces raisons, nous ne sommes pas en accord avec l'idée que le point 
d'inflexion correspond à une transition d'un état bidimensionnel condensé vers 
un état bidimensionnel solide (Baret et coll. (t 982}). A la lueur des résultats 
obtenus par ellipsométrie et radioactivité de surface, la chute de pression de 
surface notée dans cet état correspond à une réorganisation du film 
bidimensionnel vers un état tridimensionnel. De plus, cette idée est également 
supportée par le fait que l'aire moléculaire mesurée au maximum de stabilité 
du film bidimensionnel (0= 18,5 A2 molécule- l ) correspond bien aux valeurs 
rapportées pour la section de chaînes hydrocarbonées analogues dans des 
cristaux (Dervichian (1982); Small (1984); Small (1986}). Comme l'espace 
intermoléculaire est pratiquement vide et qu 'une réduction supplémentaire de 
l'espace disponible entraîne une interpénétration des rayons de van der Waals 
des chaînes grasses voisines, le système n'a d'autre choix que de s'organiser 
dans une structure tridimensionnelle en répartissant une fraction du film dans 
la phase aqueuse ou dans l'air. 
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A.2 Les isothermes de radioactivité de surface-aire moléculaire de l'acide 
octadécanoïq ue 
Les études portant sur la caractérisation du comportement interfacial de 
molécules amphiphiles simples par radioactivité de surface ne sont pas 
nombreuses. Nous citerons parmi les plus importantes celles de Gaines (1960) 
et de Cook et Ries (1956). La première étude traite principalement du 
rendement de transfert de films de [l_I.fC] acide octadécanoïque et de son 
interaction avec divers supports alors que la seconde traite de l'influence du 
solvant d'étalement sur l'organisation du film mono moléculaire d'acide gras. 
Dans les deux cas, il est mentionné que le film d'acide octadécanoïque est 
inhomogène à faible pression de surface. Cependant, les auteurs ne 
déterminent pas la même valeur de Il où le film devient inhomogène; Gaines 
rapporte une valeur de 10 mN m- l , alors que Cook et Ries parlent d'une 
pression nulle voisine du point de montée de l'isotherme de pression de 
surface (0=34 A2 molécule- l ). Ce point de montée réfère à l'aire moléculaire où 
une pression de surface non-nulle est détectée lors de la compression. En 
calibrant le détecteur avec le [14C] acide octadécanoïque pour le dosage du 
[14(] cytochrome c , nous avons été confrontés à d'importantes fluctuations de 
la mesure de radioactivité à une pression de surface nulle. Afin de mieux 
comprendre l'origine de ces fluctuations, nous avons entrepris l'étude des 
isothermes f-o de l'acide octadécanoïque pour diverses surfaces actives du 
détecteur; l'idée sous-jacente à cette stratégie étant de déterminer le point où 
la surface active de détection s'approche le plus de la dimension des 
inhomogénéités présentes à l'interface. 
260 
A.2.1 Influence de la surface de détection sur les isothermes de 
radioactivité de surface des films d'acide octadécanoïque. La Fig. 71 présente 
une superposition des isothermes n-a et f-o de l'acide octadécanoïque soumis 
à un cycle compression-expansion-compression. La surface de détection 
utilisée pour cette mesure est de 25,5 cm2. Pour chaque état de compression 
compris entre 0 et 20 mN m-1, neuf mesures de radioactivité ont été prises. 
Les isothermes présentées sont la moyenne de trois expériences. L'isotherme 
de pression de surface obtenue présente toutes les caractéristiques 
mécaniques abordées précédemment. Quant à l'isotherme de radioactivité, 
nous pouvons constater que le comportement lors des phases de compression 
et d'expansion est le même pour des aires moléculaires inférieures à 26 A2 
molécule- l. Pour des aires moléculaires supérieures à 26 A2 molécule-l, il y a 
des différences entre les valeurs de radioactivité mesurées lors de la 
compression et de l'expansion. Ces différences sont mieux illustrées dans la 
Fig. 72, où l'écart maximal mesuré par rapport à la valeur moyenne est 
exprimé, sous forme relative, pour divers états de compression du film. Entre 
18 et 27 A2 moléCUle-l, la fluctuation maximale du signal par rapport à la 
valeur moyenne oscille autour de 11. Au-delà de 28 A2 molécule-l, les 
fluctuations augmentent légèrement jusqu'à 2,51. Certes, ces effets sont 
discrets mais nous allons montrer que la surface de détection influence ce 
résultat. 
La même expérience fut faite en utilisant une surface active de détection 
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Figure 72. Fluctuations de la. mesure de radioactivité de surface d'une monocouche 
d'acide octadécanolque soumise à un cycle compression-expansion-compression. Ces 
valeurs sont les écarts .m.uimaux de la. mesure expérimentale par rapport à. la. valeur 
moyenne de 27 mesures de radioactivité. Les conditions expérimentales sont citées à la 
Fig. 71. 
maximale relative à la moyenne est présentée à la Fig. 74. 11 est évident que 
d'importantes modifications se ·produisent lorsque le film est dans un état 
relâché. Pour des valeurs de a inférieures à 25 A2 molécule-l, les écarts 
maximaux sont de:t 5~ , ce qui est raisonnable compte tenu de l'accroissement 
de l'incertitude provoquée par la réduction de la surface de détection sur le 
taux de compte. Pour des valeurs supérieures à 25 AZ molécule-l, des 
variations de plus de 67\ sont enregistrées par rapport à la mesure moyenne. 
La Figure 75 rapporte les écarts maximaux relatifs mesurés pour l'ensemble 
des cycles compression-expansion menés avec des surfaces de détection de 
25,5; 10,0; 5,7 et 1,0 cm2. Il est notable qu'au-delà de 25 AZ molécule-l , aire 
qui correspond au point de montée de la pression de surface, les comptes 
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Figure 73. Isothermes n~ et r-o' de l'acide octadécanolque étalé à l'interface air-
Tampon phosphate 10-3M, pH-7,O. Le film fut soumis à. un cycle compression-expansion-
compression.Les conditions expérimentales sont identiques à celles rapportées à la Fig. 71 
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Figure 7<4. Ecarts maximaux relatifs" la mesure de radioactivité de surface d'un film 
d'acide octadécanolque soumis à un cycle compression-expansion-compression. Les 
conditions expérimentales sont rapportées à. la Fig. 73. 
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rapportée par Cook et Ries (1956) qui veut que le film devienne homogène à 
partir du point où la compression donne naissance à une pression de surface 
significative. DeuI constatations importantes découlent de ces résultats: 1) 
l'homogénéité du film peut être mise en cause pour des aires moléculaires 
supérieures à 25 A2 molécule-1 et 2) la détection de ce phénomène dépend de 
la surface du détecteur. Llnhomogénéité du film est-elle la seule hypothèse 
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Figure n. Représentation de l'écart muimal relatif au signal de radioactivité de 
surfa.ce d'un film de [1- t 4C] acide octadécanolque pour diverses surfa.ces actives de 
fenêtre . 
Avant de prendre en considération certains éléments pouvant expliquer 
l'origine de ces fluctuations, il est nécessaire de mentionner que notre système 
de mesure ne permet de détecter que le rayonnement émis directionnelle ment 
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depuis la monocouche vers le milieu aérien. Chaque molécule radioactive émet 
son rayonnement sur une sphère dont le radionucléide occupe le centre. Donc, 
en moyenne, 50 ~ du rayonnement est émis vers le haut, alors que 50 ~ du 
rayonnement est émis vers le bas. A cause de la faible énergie du p- émis par 
le 1-4C, la proportion du rayonnement émise en direction opposée au détecteur 
sera absorbée par l'eau et n'émergera jamais à la surface. Cette considération 
limite à 50 ~ le rendement théorique maximal du type de détecteur que nous 
utilisons. 
La réduction de la radioactivité de surface constatée pour l'état relâché 
du film d'acide octadécanoïque peut avoir deux origines: 1) le rayonnement est 
absorbé soit par l'eau, soit par l'air séparant le détecteur de la source 
d'émission a- ou 2) la monocouche est discontinue et des espaces dépourvus de 
substance se trouvent présents sous le détecteur; le signal sera proportionnel à 
la fraction du détecteur couverte par la matière radioactive. La validité de la 
première explication doit être mise en cause. Pour le rayonnement B- d'énergie 
maximale de 0,156 MeV du HC, une épaisseur massique1l2 d'environ 4,0 mg 
cm-2 doit être traversée afin que le rayonnement soit atténué de 50~ (Neame 
et Homewood( 1974)). Concrètement, cela signifie qu'un couloir ayant une 
section de 1 cm2 et présentant une longueur telle que le volume comprenne 
1,0 mg de matière atténue le rayonnement de moitié. Cette notion offre 
l'avantage d'être relativement indépendante de la densité de la matière 
absorbante considérée. Ainsi, pour l'eau, 10 p.m de matière est suffisant afin de 
freiner 50~ du rayonnement alors que plus de 40 mm d'air est requis afin 
d'effectuer la même atténuation. Qu'en est-il des atténuations observées pour 
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une monocouche d'acide octadécanoïque? Par rapport aux valeurs mesurées 
pour l'état homogène du film, nous mesurons des radioactivités qui 
correspondent parfois à moins de 25' de ce qui devrait être mesuré en 
considérant une répartition homogène de la monocouche à la surface de l'eau. 
Des atténuations du même ordre de grandeur sont présentées par Cook et Ries 
(1956). L'atténuation du signal à 25' de sa valeur originale correspond à la 
traversée de deux épaisseurs massiquesllZ, soit 80 p.m d'eau ou 80 mm d'air, 
or le détecteur est positionné à 6 mm de l'interface'" De plus il est impossible 
de concevoir qu'une couche d'eau, d'épaisseur équivalente à 3200 longueurs 
moléculaires d'acide octadécanoïque, couvre la couche monomoléculaire qui 
"flotte entre deux eaux." Pour ces raisons, nous rejetons l'efCet atténuateur du 
milieu externe comme étant la source des fluctuations observées. 
Attardons-nous à la signification de.1a mesure de radioactivité de s~rCace. 
Pour des conditions d'opération données, le compte de radioactivité (C) est 
relié à la concentration interraciale (f) par une constante de proportionnalité 
00 qui tient compte des paramètres d'opération du détecteur (temps 
d'intégration, tension d'opération, seuil de discrimination, distance source-
détecteur, débit de gaz, épaisseur massique du milieu aérien et de la fenêtre). 
Ainsi: 
f=[C (A.t) 
L'aire par molécule (A) est l'inverse de la concentration interCaciale, donc: 
A = K'/ C (A.2) 
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OÙ K' vaut 1/K. Comme nous calculons l'aire moléculaire moyenne par molécule 
(0) à partir du nombre de molécules et de l'espace disponible à la surface du 
bain, nous devons, en portant en graphique 11C vs 0, trouver une droite dont 
la pente vaut K'. La Figure 76 rapporte les graphiques l/C-o obtenus pour les 
quatres surfaces de détection et les valeurs de K' calculées pour l'ensemble des 
points qui se trouvent à des aires moléculaires inférieures à 25 A2 molécule- l . 
Les portions linéaires de ces graphiques interceptent l'origine à t 2 A2 
molécule- l . La relation directe entre la sensibilité du détecteur et sa surface 
est illustrée à la Fig. 77. Nous trouvons cette correspondance fort satisfaisante. 
Ainsi la correspondance entre l'aire moléculaire calculée à partir de l'Eq. 2.1 et 
la valeur mesurée par radioactivité de surface est excellente pour des aires 
moléculaires inférieures à 25 A2 molécule- l. Si l'atténuation du signal est une 
conséquence du dépouillement en molécules d'une partie de la surface active 
du détecteur, il nous est permis de calculer, en utilisant à l'inverse les valeurs 
de K' et la radioactivité mesurée, l'aire moléculaire moyenne mesurée pour 
divers états de compression du film. Cette démarche est illustrée à la Fig. 78 
où nous avons comparé les valeurs calculées et mesurées d'aires moléculaires. 
Comme nous devons nous y attendre, la relation est excellente pour des 
valeurs de 0 inférieures à 25 A2 mOlécule-1. Pour des valeurs supérieures de 0, 
il est surprenant de constater que des aires moléculaires de 150 A2 molécule-1 
sont mesurées alors qu'elles ne sont estimées qu'à 35 A2 molécule-1 en 
utilisant l'Eq. 2.1. Ainsi, 201 de la surface présente sous le détecteur serait 
constituée de molécules alors que 80 1 de la surface en serait dépourvue. Dans 
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Figure n. Relation entre le paramètre de sensibilité (K') et. la surface active de la 
fenêtre du détecteur. La relation linéaire démontre que le système est proportionnel et 
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Figure 78. Comparaison ent.re les aires mesurées par radioactivité de surface et. les 
aires moléculaires moyennes estimées de l'acide octadécanolque pour un étalement 
homogène à l'interface air-eau. Une droite indique la correspondance parfaite ent.re les 
valeurs calculées et mesurées (Relation lit). 
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occupée par le film. Ces résultats mettent en relief toute la problématique 
des changements qui surviennent dans l'organisation d'un film qui passe de 
l'état relâché vers l'état condensé. 
A ce point, nous ne reconnaissons que le modèle du film discontinu 
comme valable. Cependant, nous devons avouer notre impuissance à formuler 
un modèle permettant d'expliquer une réduction effective de l'aire moléculaire 
moyenne d'un facteur cinq alors que l'aire moléculaire estimée n'est décrue 
que de quelques A2 molécule-1. Comme cette étude est une disgression à notre 
propos de thèse, nous n'avons pas poussé plus loin les expériences. Nous nous 
permettons cependant de souligner le grand intérêt que pourrait présenter 
une étude exhaustive et systématique d'un tel système; la majorité des lipides 
de même que la chlorophylle J. présentent des sauts de potentiel de surface et 
du déphasage ellipsométrique au point de montée (Ducharme (1987)). Nous 
avons des raisons de croire que ces sauts traduisent la même manifestation du 
phénomène observé par radioactivité de surface. 
A.3 L'isotherme de déphasage ellipsométrigue-aire moléculaire de l'acide 
octadécanoigue 
L'ellipsométrie de surface est une technique optique non-destructive qui 
permet d'étudier le changement d'état de polarisation d'un faisceau lumineux 
réfléchi à l'interface air-eau. Le lecteur intéressé pourra trouver une 
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description complète de l'utilisation de l'ellipsométrie à l'interface air-eau afin 
de caractériser les films minces dans la thèse de Ducharme (1987). Le 
changement d'état de polarisation mesuré suite à la réflexion à l'interface 
air/film mince/eau d'un faisceau lumineux polarisé elliptiquement dépend de 
plusieurs paramètres, notamment, l'épaisseur du film (d). Comme la 
radioactivité de surface nous renseigne sur la concentration bidimensionnelle 
de la monocouche, l'ellipsométrie apparaît un complément idéal permettant 
d'obtenir une information volumétrique complémentaire à la section 
moléculaire, c'est-à-dire l'épaisseur. 
A.3.1 Correspondance entre les isothermes de pression et d'ellipsométrie 
de surface. Les mesures de pression de surface et de déphasage 
ellipsométrique dépeignent des propriétés physiques différentes du film 
mono moléculaire. La pression de surface concerne une propriété mécanique du 
film alors que l'ellipsométrie permet la caractérisation d'une propriété optique. 
Elles sont cependant toutes deux affectées par l'état de compression du film. 
La Fig. 79 présente les isothermes fl-o et -86-0 obtenues pour un film d'acide 
octadécanoïque soumis à une compression simple. L'isotherme ellipsométrique 
présente les points expérimentaux obtenus pour quatre isothermes distinctes. 
Nous n'avons pas moyenné ces valeurs afin d'illustrer la variation de cette 
mesure pour différents états de compression. 
Il est impossible de mesurer la valeur de 86 pour des aires moléculaires 
supérieures à 30 A2 molécule- l . La procédure expérimentale de détermination 
de 86 requiert la détermination de la position de l'analyseur et du polariseur 
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dans les deux zones permettant l'extinction du faisceau. Le temps requis afin 
de compléter la mesure étant d'environ cinq minutes, il est essentiel que, 
durant la mesure des positions du polariseur et de l'analyseur, la nature du 
film présent sous le faisceau demeure la même. Tout changement significatif 
dans la nature du film présent au point de réflexion entraîne l'impossibilité de 
déterminer les azimuths correspondant à l'extinction. Avec les mesures de 
radioactivité de surface, cette observation est le second indice qui confirme la 
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Figure 79. Isothermes ll-G' et. -&à-cr obtenues pour l'acide octadéca.nolque étalé à. 
l'interface air-tampon phosphate 10-3M. pH.7.0 à. 20 ±O.~·C. Conditions d'opération de 
l'ellipsomètre: .-60·. "--6328 A. L'incertitude sur la mesure de &6 est. de ±O.O-f· . 
A des aires moléculaires légèrement supérieures au point de montée de la 
pression de surface, nous obtenons une isotherme e11ipsométrique où ~I 
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s'accroît jusqu'à une valeur de 1,29- et donne, par la suite, un plateau (-1,295 
lià 5-1,31-) jusqu'à un (1 de 18,5 A2 molécule-l, aire qui correspond à la limite 
de l'état monomoléculaire du film. Nous avons mentionné que pour des 
pressions de surface supérieures à 2; mN m-1, le film est instable et la 
pression de surface chute lorsque la compression est interrompue. A cette 
diminution de pression de surface correspond une augmentation de lliàl. 
A.3.2 Comparaison avec les valeurs de la littérature. A notre 
connaissance, aucune isotherme ellipsométrique de l'acide octadécanoïque 
étalé à l'interface air-eau n'a, jusqu'à maintenant, été rapportée dans la 
littérature. Par contre, les isothermes lià-a des acides tétradécanoïque et 
éicosanoïque furent rapportées par Den Engelsen et De l(onÏDg (1974). Dans un 
article subséquent, Den Engelsen (1976) rapporte une valeur expérimentale de 
lià de -1,22- pour l'acide octadécanoïque; cette valeur correspond 
apparemment à la valeur au plateau mesurée pour l'état condensé du film. Il 
ressort déjà une discordance entre les résultats de Den Engelsen et les nôtres. 
Cet auteur rapporte une valeur de lià au plateau de 0,07- supérieure à celle 
que nous trouvons. Une différence de +0,06 - est également rapportée pour 
l'acide éicosanoïque par Ducharme (1987). Cet écart peut être en grande partie 
expliqué par une différence dans l'angle d'incidence du faisceau; Den Hngelsen 
utilise une valeur de +=60,2- alors que nous avons travaillé avec un. de 60,0 
tO,O;o. Cette différence est garante d'un écart de lià de +0,04- (référer à l'Bq. 
A.3). Comme l'erreur expérimentale de la mesure est de tO,04-, nous croyons 
que la différence restante de 0,03- est acceptable. 
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A.3.3 Simulation de l'isotherme ellipsométrigue de l'acide octadécanoïgue. 
Le changement de phase des composantes lente et rapide du faisceau 
lumineux, suite à sa réflexion sur un film mince qui présente une anisotropie 
optique uniuiale, dépend de deux paramètres optiques. nI et nz, et d'un 
paramètre physique, d. Les paramètres nI et nz représentent les indices de 
réfraction du film -respectivement dans le plan de l'interface et selon rue 
perpendiculaire à ce plan, alors que d est l'épaisseur du film. Il est important 
de mentionner que les indices de réfraction nI et nz font référence aux 
propriétés optiques du film sans prendre en considération l'orientation des 
molécules constituantes. De plus, ce modèle prévoit que les interfaces lipide-
eau et lipide-air sont discontinues. Ces variables sont reliées à M par la 
relation (Ducharme (1987)): 
4n d cos + sin tn~ M 
M= 2 . 2 2 2 À (n
2 




où t et Â SODt respectivement l'angle d'incidence (60,0·) et la longueur d'onde 
(6328 A) du faisceau lumineux; nz. l'indice de réfraction du substrat (1,332) 
et M est défini com me étant: 
(A.4) 
Il est impossible de résoudre cette équation à partir de la simple 
détermination de M. Pour ce faire, il faut établir des critères permettant de 
sélectionner des solutions "raisonnables". La première de ces conditions limites 
concerne l'état condensé du film monomoléculaire. Nous avons mentionné 
qu'au voisinage de 25 mN m-1, endroit où l'isotherme de pression de surface 
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présente une inflexion, l'aire moléculaire est voisine de l'aire rencontrée pour 
les molécules analogues dans les solides tridimensionnels. Il est donc 
raisonnable de supposer que, dans cet état, l'épaisseur du film est équivalente 
à la longueur moléculaire. Donc la valeur de 86 mesurée au plateau, là où les 
axes moléculaires et optiques se confondent, dépend directement de la valeur 
de la longueur moléculaire, ~ , et des indices de réfraction intrinsèques, 1101 et 
Iloz. Il est ainsi possible en fixant l de déterminer les couples (1101, noz) 
donnant une valeur de 86 égale à la valeur mesurée au plateau. 
Le choix de l n'est pas simple et direct. Le modèle servant à découler les 
Eqs. A.3 et A.4 considère une superposition des milieux ayant des indices de 
réfraction différents et présentant des discontinuités aux interfaces. Le 
système expérimental présente sûrement des interfaces qui ne sont pas 
discontinues. La véritable question se résume ainsi: Quelle-est la portion de la 
molécule qui contribue à la valeur de 56? Est-ce que toute la molécule 
contribue au déphasage ellipsométrique? La polarité de la tête polaire 
combinée à son interaction avec l'eau peut-elle faire en sorte que la longueur 
effective mesurée soit moindre que la longueur moléculaire? Nous n'avons pas 
la prétention de pouvoir résoudre cette problématique. Cependant, afin de ne 
pas négliger l'importance de ce paramètre, nous utiliserons ultérieurement des 
valeurs de l comprises entre 21 et 23 A. Ces valeurs correspondent à la 
longueur de la molécule d'acide octadécanoïque dont nous avons retranché le 
groupement carboxyle (23 A) ou le groupement carboxyle et le méthyle qui 
est voisin (21 A). Cette procédure est justifiée par la grande polarité du 
groupement carboxyle (qui se rapproche plus de l'eau que de la chaîne 
275 
hydrocarbonée) et de la possibilité qu'a le méthyle voisin de se trouver dans la 
sphère d'hydratation du carboxyle (Nagarajan et Ruckenstein (1977)). 
Nous avons déterminé l'ensemble des couples (nI, nz) qui donnent des 
valeurs de 86 comprises entre -1,29 et -1.31 e. Pour ce faire, nous avons 
augmenté successivement nI et nz de 1.400 à 1,700 par incrément de 0,002 en 
considérant des ~ valant 21, 22 ou 23 A. Nous avons ainsi pu identifier plus 
de 217 couples rencontrant les conditions précitées. Les solutions obtenues 
pour des longueurs de 21 et 23 A sont citées au Tableau Il. Nous sommes 
conscients que ces solutions sont partielles et dépendent de la précision des nI, 
nz et ~ que nous avons considéré. Pour le cas qui nous intéresse, nous croyons 
que cette précision de ! 0,002 sur n et de ! 1 A sur ~ est suffisante. Certes, nous 
avons restreint les solutions possibles mais il nous faut établir de nouveaux 
critères permettant de vérifier la validité des solutions identifiées. Il faut 
maintenant se tourner vers la relation existant entre l'orienta,tion et raire 
moléculaire. 
A.3.3.1 Modèles corrélant l'orientation et raire moléculaire. Les 
modèles reliant l'orientation 9 de la chaine aliphatique et l'aire moléculaire 
sont nécessaires afin de nous permettre de vérifier la validité des solutions 
identifiées précédemment. Des trois modèles que nous avons envisagés, il en 
est un dynamique qui prévoit le mouvement de la chaîne hydrocarbonée et 
deux autres, plus statiques, qui considèrent la molécule comme un simple 
solide qui se redresse en cours de compression. 
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Tableau 11. Liste des couples CQx.l1z) compris el1tre 0.4;1.4) et 0,7;1.7) qui dOl1l1el1t Ul1 
déphasage ellipsométrique compris entre -1.29 et -1.31" pour des longueurs de chaJne de 
21 et 23 Ao Les valeurs de l1x et l1z furel1t successivemel1t il1crémel1tées de 0.0020 
Longueur,. 21 A Longueur,. 23 A 
nI nz nz-nl nI nz nz-nl 
1.436 1.400 -0.036 1.430 1.400 -0.030 
1.438 1.404 -0.034 1.432 1.404 -0.028 
1.440 1.408 -0.032 1.434 1.408 -0.026 
1.442 1.412 -0.030 1.436 1.412 -0.021 
1.4404 1.418 -0.026 1.438 1.416 -0.022 
1.446 1.-422 -0.024 1.438 1,418 -0.020 
1.448 1.426 -0,022 1,440 1.422 -0.018 
1.448 1.428 -0.020 1.-442 1.426 -0.016 
1.450 1.432 -0.018 1.444 1.432 -0.012 
1.452 1.436 -0.016 1.446 1.436 -0.010 
1,0454 1.442 -0.012 1.448 1,440 -0,008 
1.456 1.446 -0.010 1.450 1.446 -0.004 
1.458 1.450 -0.008 1.452 1.450 -0.002 
1.458 1.452 -0.006 1.-451 1.456 0.002 
1.460 1.456 -0.004 1.456 1.0460 0.004 
1.462 1.462 0.000 1.-458 1,466 0.008 
1.464 1.466 0.002 1.460 1.470 0.010 
1.466 1.472 0.006 1.460 1.472 0.012 
1.468 1.476 0,008 1.462 1.476 0.014 
1.468 1.478 O.OtO 1.464 1.482 0.018 
1.470 1.482 0.012 1.466 1.48
0
6 0.020 
1.-472 t.-488 0.016 1 .. 466 1.488 0.022 
1.474 1.492 0.018 1.468 1.492 0.024 
1.474 t.494 0.020 1.470 1.-498 0,028 
1.476 1.498 0.022 1.472 1.504 0.032 
1.476 1.500 0,024 1.-474 1.510 0,036 
1.478 1,504 0.026 1.476 1.514 0.038 
1,478 1.506 0,028 1.-476 1.516 0.040 
1.480 1.510 0.030 1.478 1.520 0.042 
1.482 1.516 0.034 1,478 1.522 0.044 
1.484 1,522 0.038 1.480 1.526 0.046 
1.486 1,528 0,042 1.480 1.528 0,048 
1.488 1.534 0,046 1,482 1,532 0.050 
1.490 1.540 0.050 1.482 1.534 0.052 
1.492 1.546 0.054 1.484 1.538 0.054 
1,494 1.552 0.058 1.184 1.5"'0 0.056 
1,496 1.558 0.062 1,486 1.544 0,058 
1.496 1.560 0.064 1.486 1.546 0.060 
1.498 1,564 0.066 1.488 1.550 0,062 
1.498 1.566 0,068 1.188 1.552 0.061 
1.500 1.572 0,072 1.490 1.558 0.068 
1.502 1,578 0,076 1,492 1,564 0.072 
1,504 1.584 0.080 1494 1,570 0,076 
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Tableau 11 (Suite) . 
Longueur - 21 A Longueur - 23 A 
nx nz nz-nx nx nz nz-nx 
1.504 1.586 0.082 1.496 1.576 0.080 
1.506 1.592 0.086 1.496 1,578 0.082 
1.508 1.598 0.090 1.498 1.581 0.086 
1.508 1.600 0.092 1.500 1.590 0.090 
1.510 1.604 0.094 1.500 1.592 0.092 
1.510 1.606 0.096 1.502 1.596 0.094 
1.512 1.612 0.100 1.502 1.598 0.096 
1.512 1.614 0.102 1.504 1.604 0.100 
1.514 1.620 0.106 1.506 1.610 0.104 
1.516 1.626 0.110 1.506 1.612 0.106 
1.516 1.628 0.112 1.508 1.618 0.110 
1.518 1.634 0.116 1.508 1.620 0.112 
1.518 1.636 0.118 1.510 1.626 0.116 
1.520 1.642 0.122 1.512 1.632 0.120 
1.520 1.644 0.124 1.512 1.634 0.122 
1.522 1.650 0.128 1.514 1.640 0.126 
1.524 1.656 0.132 1.514 1.642 0.128 
1.524 1.658 0.134 1.516 1.648 0.132 
1.526 1,664 0.138 1.518 1.656 0.138 
1.526 1.666 0.140 1.520 1.662 0.142 
1.528 1.672 0.144 1.520 1,664 0.144 
1.528 1,674 0.146 1.522 1.670 0.148 
1.530 1.680 0.150 1.522 1.672 0.150 
1.530 1.682 0.152 1.524 1.678 0.154 
1.532 1.688 0.1,6 1.524 1.680 0.1,6 
1,532 1,690 0.158 1.526 1.688 0.162 
1.532 1.692 0.160 1.528 1.696 0.168 
1.534 1.698 0.164 1.528 1.698 0.170 
1.534 1,700 0.166 
Al Le modele du cône. Un des modèles simples envisagés définit raire 
moléculaire comme la section décrite, sur le plan de l'interface, par le 
mouvement de précession de la chaîne hydrocarbonée autour de l'axe z normal 
à ce plan (Cadenhead (I 98~)). Une représentation schématique de ce modèle 
est donnée à la Fig. 80. Afin de pouvoir considérer l'espace mort compris 
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Figure 80 , Représentation schématique du modèle du cône, La. molécule. en décrivant 
un mouvement de précession autour de l'ue z, définit un cercle de diamètre d' , Afin de 
considérer les espaces intercalaires présents entre les cercles. le cercle fut inscrit dans 
un hexagone. 
entre les molécules, le cercle décrit par la précession de la chaine est inscrit 
dans un hexagone. Nous définissons a comme la longueur des facettes d'un 
hexagone qui englobe la section moléculaire d'une chaine grasse redressée 
(a= 18,5 A 2 molécule- l à 9 =0 0 ). L'aire moléculaire calculée selon ce modèle est 
donnée par: 
a= 3/3 [-L L sin 9 + a]2 
2 f3 cc 
et l'épaisseur d du film est donnée par: 




où Lee est la longueur de la molécule dont on a soustrait un diamètre 
moléculaire. Cette formulation de l'épaisseur, qui est un peu plus complexe 
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que la simple projection de la hauteur d'un parallélépipède sur l'axe z, évite de 
considérer le passage des arêtes lors du redressement du solide englobant la 
chaîne hydrocarbonée. Dans cette formulation, les extrémités supérieures du 
solides ont été arrondies. Nous sommes maintenant en mesure de déterminer 
la relation reliant a et e pour le modèle considéré. Il ne nous reste plus qu'à 
décrire la relation unissant les indices de réfraction nx et nz aux valeurs 
moléculaires intrinsèques 110x et 110z en fonction de l'orientation e. Ces relations 
furent déjà rapportées par Den Engelsen (1974) et valent: 
J 2 2 . 2 2 n = n = 1/2 (1 + cos e) n + (sm e) n 
x y ox oz (A.7) 
J . 2 2 2 2 n = (sm e) n + (cos e) n 
Z ox oz (A.8) 
Nous avons fait plusieurs tentatives de simulation de lïsotherme 
ellipsométrique expérimentale en utilisant les Eqs A.5 et A.6 pour calculer 
l'aire moléculaire et l"épaisseur du film, les Eqs A.7 et A.8 afin de déterminer 
les indices de réfractions du film à partir de l'orientation des molécules 
constituantes et les Eqs A.3 et A.4 afin de calculer les déphasages 
ellipsométriques correspondants. Afin d'illustrer cette démarche, nous 
présentons au Tableau 12 les résultats obtenus par calcul en considérant deux 
cas extrêmes d'anisotropie alors que la valeur de Q considérée est de 23 A. 
Nous pouvons constater que le comportement des deux solutions est fort 
différent. Dans le premier cas, il y a une décroissance de IMllorsque a diminue 
alors que pour la seconde solution la compression donne lieu à une 
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Tableau 12 Résultats obtenus par simulation de l'isotherme eUipsométrique de l'acide 
octadécanolque en considérant une longueur de chaine de 23 A. Ce tableau présente les 
résultats obtenus pour deux cas extrêmes; les anisot.ropies des première et seconde 
solutions sont respectivement -0,014 et tO,090. La. valeur de a. considérée est de 2,667 A. 
nox-1.430 nox-l.~OO 
noz-I.416 noz-lj90 
a a d ~ 86 (.) (A 2 molêcule- 1 ) (A) (.) (.) 
0 18,5 23 -1,310 -1,303 
5 57,7 22,9 -1,303 -1,311 
10 118,2 22,7 -1,281 -1,334 
15 198,6 22,4 -1,245 -1,371 
20 297,3 21,9 -1,198 -1,417 
25 411.8 21.2 -1.139 -1.468 
30 539,2 20,5 -1,071 -1.518 
35 676,3 19,7 -0,996 -1,563 
40 819,4 18,6 -0,916 -1,595 
augmentation de 1861. Ce comportement sera traité plus en détail 
ultérieurement A la lueur de ces résultats, nous devons toutefois conclure que 
ce modèle est impuissant à fournir une simulation valable des résultats 
expérimentaux. Dans le meilleur des cas, lorsque l'aire passe de 18,5 à 57,7 A2 
molécule-1 (a passe de 0 à 5-), la valeur de 86 passe seulement de -1,31 à -
1,30·. Pour les raisons d'instabilité précitées, la valeur expérimentale de 86 à 
57,7 A2 molécule-1 est inaccessible. Nous pouvons tout de même citer que la 
valeur mesurée à 30 A2 molécule-1 (selon ce modèle, e =1,5-) est voisine de -
1,10·. L'incapacité de ce modèle à simuler l'isotherme expérimentale repose 
sur le fait que la variation de a est très élevée pour de faibles changements de 
a. Nous avons donc entrepris de vérifier la validité d'un second modèle, plus 
statique que le premier. 
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B) le modèle du puvlélépipède. Dans ce modèle, nous considérons que la 
molécule, qui adopte sa conformation tout-trans, s'inscrit dans un 
parallélépipède de section carrée de diamètre d: Une représentation simplifié 
du modèle qui sert à relier l'orientation de la molécule (9) et l'aire moléculaire 
est présentée à la Figure 81. La section du solide est choisie afin de rencontrer 
une section du solide égale à 18,5 A2 molécule-1 lorsque le grand axe est 
vertical. Pour des angles inférieures à 91im, où 9lim est l'angle maximal auquel 
la molécule peut s'incliner, l'aire moléculaire est donnée par: 
0= d'( d'/ cos 9) (A.9) 
et l'épaisseur d par: 
d = (Lee cos 9)+ d' (AJO) 
où d', le diamètre de la molécule est fixé à 4,3 A. Les conditions particulières 
relatives à l'état où l'axe moléculaire possède une orientation voisine de 90· 
(et aussi de 9Um) ne seront pas abordées ici Nous suggérons au lecteur 
intéressé de consulter la thèse de D.Ducharme (1987). 
Les isothermes 8A-a obtenues pour diverses solutions présentées au 
Tableau 12, en considérant un Q. de 23 A, sont présentées à la Figure 82. Ce 
résultat apporte des informations intéressantes car il permet de conclure que 
la forme de l'isotherme simulée est fortement déterminée par l'anisotropie. 
Pour des anisotropies négatives, l'isotherme présente une descente continue de 
18A1 lorsque a s'accroît. Pour des anisotropies fortement positives, nous 
trouvons une isotherme de forme différente montrant d'abord une montée, 
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Figure 81. Représentation schématique du redressement. d'une molécule d'acide gras à. 
l'interface air-eau. DeUI versions de ce modèle furent. considérées; la. première inclut la 
section du solide dans un carré de diamètre d'alors que la seconde version considère un 
hexagone dont les faceues sont de longueur &. 
suivie d'une descente de IMllorsque 0 augmente. Comme nous le verrons plus 
loin, certaines solutions intermédiaires présentent des valeurs et une forme se 
rapprochant beaucoup des isothermes mesurées expérimentalement. 
Nous nous permettons de glisser un mot concernant une étude théorique 
effectuée par Den Engelsen (1976). En utilisant le modèle de la cavité de 
Lorentz, cet auteur parvint en considérant des valeurs de ~ de 24,5 A, 0= 19 A2 
.... nxo= 1,430 nzo= 1,400 
4- nxo=l,438 nzo=1.416 
.. nxo= 1,446 nzo= 1,436 
.g.. nxo=1.452 nzo=l.450 
-aA 1,2 t-Ji~~~~~::::::::f:!7+~c-=:p===+--1 .. nxo=l,460 nzo=l,470 
(.) 
1,0 t--r.-1lll~~-::::--i2:::::-t;;a..,-t=::::=1:'c::o..-t-=:::::::t~ -êt- nxo-1 ,466 nzo-1,486 
* nxo=l,470 nzo=l,498 
~ nxo=l.476 nzo=l,514 
~ nxo= 1,482 nzo= 1,532 
0,4 +----+--+----+--+----+--+----+--+----+-----1 
.... nxo-1,486 nzo-1,546 
18 20 22 2!1 26 28 30 32 34 36 38 + nxo=l,494 nzo=l,570 
Aire moléculaire ... nxo=l,500 nzo=1.590 
(Â A2/molécule) 
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Figure 82. Isothermes simulées 34-a en considéraJlt le modèle du parallélépipède pour 
des couples <nox,noz) dont l'anisotropie est comprise entre -0,30 et. 0,90. Dans ce cas. une 
longueur de chdJle Il. -23 A. un ctia.m~t.re tI' - ".3A et. un Lee de 18.7 A furent. considérés. 
et des valeurs de polarisabilité rapportées dans la littérature, à calculer des 
indices de réfraction intrinsèques théoriques de 0,484; 1,5S9). Il est vrai que 
ces valeurs sont en accord avec la valeur de M rapportée pour le film présent 
au maximum de compression. En observant la Fig. 82, nous constatons que 
cette solution, qui possède une anisotropie voisine de +0,07S (voir nlO= 1 ,494 et 
nzo= 1,570), présente un comportement Cort difCérent de celui observé pour 
l'isotherme expérimentale. QuoiQu'elle donne une valeur au plateau 
raisonnable, cette solution théorique n'est pas en accord avec l'isotherme 
expérimentale mesurée. Il Caut ajouter Que cet auteur n'a vérifié la validité de 
cette solution que pour l'inclinaison 8=0·. 
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Les solutions identifiées au Tableau Il qui se rapprochent le plus de 
l'isotherme expérimentaJe possèdent des anisotropies voisines de 0,030. Ces 
solutions sont présentées aux Figures 83 et 84. Ces isothermes simulées furent 
calculées pour des V. valant respectivement 21 et 23 A. Afin de vérifier la 
validité de ces solutions, nous avons également superposé les valeurs 
expérimentales. Deux points ressortent clairement de ces figures. Nous 
pouvons constater que les courbes d'anisotropies identiques, mais de V. 
différents se superposent. La valeur d'anisotropie détermine donc la forme 
adoptée par la courbe simulée. A anisotropie fixe, la valeur de V. détermine la 
valeur des indices permettant de solutionner le système. Dans le cas présent, 
en augmentant V. de 21 à 23 A, nous avons simplement diminué de 0,008-
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Figure 8 ... üpusion de la région présentant. les solutions voisines de l'isotherme 
expérimentale. Ces isothermes furent. calculées pour des valeurs de a. et. de d' valant. 
respectivement 23 et".3A. 
Pour chaque longueur considérée, deux couples (noI,noZ) simulent des 
courbes qui se rapprochent grandement de l'isotherme expérimentale. Ces 
couples sont rapportés au Tableau 13. Nous constatons que lorsque ~-21 A, le 
couple (1,478;1,504) simule adéquatement la portion de l'isotherme couvrant 
des valeurs de (J comprises entre 30 et 24 A2 molécule-l, alors que la solution 
(1,480;1,510) simule adéquatement la portion où les valeurs de (J sont 
inférieures à 24 A2 mOlécule-1. La même observation peut être faite pour les 
solutions calculées avec une valeur de ~ -23 A. Ainsi, la constatation que deux 
solutions simulent adéquatement deux portions de l'isotherme distinctes, nous 
suggère que les indices de réfraction intrinsèques (noI,nOZ) puissent varier en 
fonction de l'état de compression du film. 
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Tableau 13. Résumé des solutions présentées aux Figures 83 et 84 qui permettent une 
simulation raisonnable de l'isotherme &\-q elpérimentale. Ces solutions furent calculées 
en utilisaJlt te modèle du pa.ra.1lélépipède présenté dans le texte. 
~ nOI Doz DorDoz 
(A) 
21 1,478 1,504 0,026 
21 1,480 1,510 0,030 
23 1,468 1,492 0,030 
23 1,470 1,498 0,028 
Nous avons précisé les raisons qui nous incitent à rejeter les valeurs 
(DoI;Doz) calculées théoriquement par Den Engelsen. Que pouvons nous dire 
concernant la validité de solutions que nous avons identifiées? Les indices de 
réfraction de films minces déterminés expérimentalement n'affluent pas dans 
la littérature. Des valeurs d'indice de réfraction isotropes de 1,478 et 1,487 
sont rapportées par Blodgett (1935), ces indices dépendent du mode de 
déposition du film. La comparaison entre des valeurs isotropes et anisotropes 
d'indices de réfraction n'est pas simple et directe (Den Engelsen (1971). 
Cependant, il ressort qu'une valeur isotrope est toujours comprise entre les 
deux valeurs anisotropes. C'est avec satisfaction que nous constatons que les 
valeurs isotropes rapportées par Blodgett sont comprises entre les valeurs 
anisotropes que nous avons identifié pour ~ =23 A. Cette constatation donne 
plus de poids aux solutions identifiées. 
C) le modèle de 11JeIlI6Ooe. Le dernier modèle considéré est une variation du 
modèle du parallélépipède. Dans ce modèle, la section du solide fut considérée 
hexagonale, remplaçant la section carré du modèle du parallélépipède. Une 
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section moléculaire hexagonale offre l'avantage de permettre une proximité 
plus grande des sections moléculaires et de représenter plus adéquatement la 
forme de la section moléculaire. Cette notion est représentée schématiquement 
à la Fig. 85. Pour des valeurs inférieures à Olim, la section du solide de section 
hexagonale qui s'inscrit dans le plan de l'interface est donnée par: 
(A.1!) 
et l'épaisseur du film par: 
d = [L cos 0) + f3 a 
cc (A.12) 
où a, Lee et e ont la même signification qui leur a précédemment été attribuée. 
Afin qu'à O·, (7 soit égal à 18,5 A2 mOlécule-l, nous devons considérer une 
valeur de la longueur des facettes de l'hexagone de a=2.667 A. La comparaison 
entre les isothermes simulées en conformité avec les modèles du 
parallélépipède et de l'hexagone est présentée à la Fig. 86. Les résultats 
obtenus en utilisant les deux modèles sont pratiquement identiques. Cette 
similitude provient du fait que l'aire de chaque cellule est ajustée à un seuil 
identique à O· et que la variation d'aire en cours d'inclinaison est 
pratiquement la même pour les deux modèles. 
A.4 Conclusion 
La détermination des isothermes n-a, -M-o et r -a de l'acide 
octadécanolque nous permet de mettre en relief la complexité des processus 
Modèle du solide 
rectangulaire 
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Modèle de l'hexagone 
Figure S;J.Représentation schématique de l'empaquetage des sections transversales des 
chaines d'acides gras tel que considéré da.ns les modèles du solide rectangulaire et de 
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Figure 86. Comparaison des isothermes simulées selon les modèles du parallélépipède 
(PAR) et de l'hexagone (HEl) pour les deux couples (nox;.ooz) donna.nt une solution en 
accord avec l'isotherme expérimentale. Nous avons considéré une longueur de ch&lne Q.. 
23 A. Le même comportement est obtenu lorsque Q. ·21 A. 
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qui prennent place lors des mécanismes apparentés aux transitions de phases. 
Les résultats cités dans la littérature ne permettent pas, cependant, de se faire 
une idée claire des mécanismes qui prennent place lors de ces transitions. 
Attardons-nous plus spécifiquement à l'homogénéité du film dans divers états 
de compression. Nous avons mentionné que, par radioactivité de surface, Cook 
et Ries ont rapporté d'importantes fluctuations de mesure lorsque a >32 A2 
molécule- l . Ces mêmes fluctuations furent identifiées pour les isothermes de 
potentiel de surface mesurées pour l'acide tétradécanoïque pour des a 
supérieurs au point de montée de fi (Harkin et Fischer (t 933». Ce même 
comportement est rapporté par Middleton et Pethica (1981) pour les 
isothermes de potentiel de surface de l'acide octadécanoïque lorsque a est 
sUpérieur à 24 A2 molécule-l. Ces deux références, combinées à nos résultats, 
confirment que le film monomoléculaire d'acide octadécanoïque est 
inhomogène pour des aires moléculaires supérieures à 25 A2 molécule- l . 
L'avènement des techniques d'imagerie moléculaire a semblé offrir un espoir 
de visualisation et de quantification de ces inhomogénéités. La microscopie de 
fluorescence à l'interface air-eau est l'une des techniques d'imagerie qui fut 
utilisée afin de vérifier l'état de la monocouche pour divers états de 
compression. La présence d'inhomogénéités dans un film d'acide 
octadécanoïque pour des a supérieurs à 35-40 A2 molécule-1 fut rapportée par 
Moore et coU. (t 986). Comme cette technique requiert l'utilisation de sondes 
fluorescentes, une certaine incertitude plane sur l'effet perturbateur créé par 
l'addition du marqueur fluorescent au système. La microscopie électronique 
fut également utilisée afin de donner des éléments de réponse concernant 
l'homogénéité des films monomoléculaires. Une étude classique réalisée par 
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Ries et Kimball (1958) mentionne que, même compressées à 10 mN m- l , les 
monocouches d'acide octadécanoïque sont constituées d'Hots. Une autre étude 
de microscopie électronique, réalisée par Fereshtehkhou et coll. (1986), 
rapporte que la monocouche d'acide octadécanoïque est homogène de 0 à 5,2 
mN m- l ; que de 5,2 à 17 mN m- l des structures cristallines parsèment la 
monocouche et à 31 mN m- l des empilements moléculaires sont observés. En 
utilisant la même technique, Fischer et Sackmann (1986) rapportent que la 
monocouche d'acide éicosanoïque, qui présente le même comportement 
interfacial que l'acide octadécanoïque, est formée d'îlots à pression de surface 
nuUe et que le film devient homogène lorsque ll>O mN m-1. Tel que discuté 
dans l'article de Fereshtehkhou et coll., les conditions utilisées pour la 
déposition des films et les conditions d'opération du microscope affectent 
grandement la nature des films étudiés. Nous devons donc, à la lueur de ces 
nombreuses contradictions, considérer avec beaucoup de prudence l'extension 
des résultats de microscopie électronique à l'organisation réelle de la 
monocouche. 
Nous avons clairement établi un certain nombre de points par les 
mesures complémentaires de radioactivité et d'ellipsométrie de surface. 
L'isotherme TI-o de l'acide octadécanoïque présente trois régions ayant des 
propriétés d'organisation distinctes. Aux pressions de surface nulles, le film est 
discontinu et présente des îlots à !'intérieur desquels les molécules possèdent 
déjà une orientation. A partir des simulations des isothermes -M-o, nous 
avons déterminé que l'orientation moyenne des molécules à l'intérieur de ces 
supra-structures est, au point de montée de TI (a=2S A2 molécule-1), de 4S·. Un 
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processus très important de condensation prend place à cette aire moléculaire. 
Dans cet état, nous estimons des aires moyennes du film relâché qui sont 
jusqu'à cinq fois inférieures aux aires mesurées par radioactivité de surface. 
Rapidement, en passant d'une aire moléculaire calculée supérieure à 25 A2 
mOlécule-1 à des valeurs moindres, tout écart est aplani et raccord entre les a 
mesurés et estimés est parfait. Ce phénomène suggère qu'un mécanisme 
présentant d'importantes analogies avec une transition de phases prend place. 
La phase relâchée est inhomogène alors que la phase plus condensée, qui 
donne lieu à la portion de l'isotherme n-a comprise entre 25 et 18,5 A2 
molécule-l, présente les propriétés d'un milieu continu. 
L'élaboration d'un modèle permettant de concilier l'influence de la 
surface de détection et la nature du phénomène de condensation déborde le 
cadre de ce travail. Nous croyons cependant que l'utilisation combinée des 
techniques de radioactivité et d'ellipsométrie de surface présente un moyen 
puissant d'élucider la nature des films monomoléculaires. Cet aparté jette des 
bases pour une telle étude. 
Nous nous permettrons un commentaire supplémentaire concernant le 
changement important qui se produit au point de montée de pression de 
surface. Ce phénomène, quoiqu'il est abondamment rapporté dans la 
littérature, est rarement considéré. Les isothermes de potentiel de surface 
rapportées pour de très nombreux composés présentent des sauts originant 
d'une valeur voisine du potentiel de référence jusqu'à une valeur précise et 
stable au voisinage du point de montée. Ce phénomène fut également rapporté 
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par e11ipsométrie de surface (Ducharme (t 987». L'origine de ce saut et des 
fluctuations demeure à définir. 
Comme mentionné, la portion de l'isotherme comprise entre 25 et 18,5 A2 
molécule-1 présente toutes les particularités d'un milieu continu 
réversible ment compressible. C'est cette portion de l'isotherme qui correspond 
le mieux à l'idée conventionnelle attribuant à l'augmentation de n, mesurée 
lors d'une compression, une action de redressement des molécules longilignes 
d'acide gras à l'interface air-eau. 
En deçà de 18,5 A2 molécule-l, les mesures d'ellipsométrie et de 
radioactivité de surface suggèrent qu'une relaxation du film se produit. La 
mesure d'ellipsométrie confirme que cette relaxation, qui donne lieu à une 
chute de n, conduit à une structuration du film dans son épaisseur; le film 
n'est plus monomoléculaire. Nous avons mentionné que cette relaxation se 
traduit également par une augmentation de 1&\1. Il est raisonnable de penser 
que lors de ce processus, les indices de réfraction du film demeurent 
inchangés. Dans cette condition, l'Eq. A.3 peut-être réécrite sous une forme 
simplifiée où: 
(A.13) 
alors que C est une constante qui englobe tous les termes constants et d est 
l'épaisseur du film. Dans le cas où ~ =23 A, la valeur de cette constante est 
estimée à -5,696 x 10-2 • A-I à 18,5 A2 molécule- l . Pour un exemple typique, 
lorsque la compression est interrompue à 17 A2 molécule-l, la valeur de &\ 
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passe de -1,37 à -1,49° alors que la pression de surface chute de 51,3 à 24,2 
mN m- 1. L'épaisseur du film qui correspond à une valeur de -1,49 0 est de 26,2 
A. En surcomprimant la monocouche de 18,5 à 17 A2 molécule-l, l'épaisseur du 
film s'est accrue de 3,2 A, soit une augmentation de 14~. Afin d'expliquer les 
processus qui se produisent au-delà du collapse, Ries (1979) a suggéré la 
formation de bicouches. Cette idée très intéressante présente toutefois 
certaines contraintes. Il peut paraître évident de suggérer la formation de 
bicouches à des aires moléculaires inférieures d'un facteur deux à l'aire 
occupée par chaque lipide dans une bicouche. C'est un peu à l'inverse de cette 
idée que Gorter et Grendel (1925) formulèrent le classique modèle de la 
bicouche lipidique. Cependant, pour des aires moléculaires comprises entre 
celles d'une monocouche et d'une bicouche, c'est un film discontinu composé à 
la fois de monocouches et de bicouches qui doit être présent. Nous n'avons pu 
mettre en relief la nature discontinue et inhomogène du film au-delà de 25 
mN m-1. Le résultat que nous obtenons suggère plutôt que l'épaississement du 
film se fasse de façon graduelle. Nous n'avons pu atteindre cet état, mais selon 
les résultats obtenus pour l'état condensé du film, la bicouche serait formée à 
une aire moléculaire de 9,3 A2 molécule- l . 
Des trois modèles proposés afin d'interpréter les isothermes ~-o, celui 
qui semble le plus représentatif de la distribution angulaire aléatoire des 
chaînes hydrocarbonées ne permet pas de concilier les résultats 
expérimentaux. Nous nous sommes alors tournés vers deux modèles plus 
simples qui permettent une simulation acceptable de l'isotherme 
expérimentale. De plus, les valeurs des indices de réfraction intrinsèques 
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coïncident assez bien avec les valeurs déterminées, il y a cinquante ans, par 
interférométrie. L'imperfection de ces modèles réside dans le fait qu'ils 
prévoient une anisotropie dans le plan xy. En calculant l'aire moléculaire à 
l'aide des modèles du parallélépipède et de l'hexagone, l'axe le long duquel 
l'inclinaison de la chaîne se produit fut considéré identique pour toutes les 
molécules composant le film. L'équation exprimant M en fonction des indices 
de réfraction et de l'épaisseur considère des propriétés optiques isotropes en 
x-y et anisotropes en z. Malgré cette faiblesse, l'accord entre les valeurs 
expérimentales et simulées par ces modèles est satisfaisant pour l'ensemble de 
l'isotherme. Afin de raffiner ces modèles, nous croyons qu'il est maintenant 
nécessaire de considérer une distribution aléatoire des molécules en xy. 
Quoique plus complet, ce modèle, comme tous les autres, ne prévoit pas la 
nature discontinue du film mono moléculaire. 
ANNEXE B 
PARTICULARITES D'UTILISATION DE LA LOI D'ADDITIVITE DANS LE CALCUL 
DES MOMENTS DIPOLAIRES DES SYSTEMES LIPIDE-PROTEINE 
Nous avons utilisé aux Sections 4.2.2, 5.2.3 et 5.4 un formalisme qui 
permet de calculer, à partir des isothermes II-o et Jl.l-O obtenues pour les 
corps purs, l'isotherme cQrrespondant au mélange qui respecte parfaitement la 
loi d'additivité. En résumé, ce formalisme permet d'établir la quantité de 
protéine associée à chaque lipide ou autre molécule insoluble étalée à 
l'interface air-eau. Cette valeur est déterminée en mesurant la différence 
existant, à une pression donnée, entre l'aire moléculaire du lipide seul et du 
mélange lipide-protéine. Cette différence, 6a, est directement convertie en 
équivalents-résidus associés par lipide en référant à l'aire qu 'occupe chaque 
équivalent-résidu au sein d'un film de protéine comprimé à cette pression. Le 
moment dipolaire du mélange est simplement calculé comme la somme du Jl.l 
du lipide et du Jl.l de la fraction d'équivalents-résidus de cyt c associée par 
lipide à cette pression de surface. Dans ce modèle, c'est la pression de surface 
qui régit l'organisation des constituants à l'interface. 
Le collapse de la PC(t8:t) se situe à environ 45 mN m- t alors qu'il nous 
est impossible de comprimer un film de cytochrome c à plus de 23 mN m- l . 
Diverses indications nous incitent à considérer qu 'au-delà de 8 mN m- l , le 
cytochrome c est graduellement solubilisé dans la sous-phase. Plus 
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particulièrement, l'isotherme JLI-0 présente une décroissance linéaire 
interceptant l'origine à une aire extrapolée nulle. Comme au delà de 8 mN m-1 
les valeurs de JLl obtenues pour la protéine seule dépeignent la solubilisation 
graduelle du film, comment est-il possible d'en tenir compte dans le 
formalisme présenté auparavant? 
Dans toutes les confrontations des valeurs expérimentales et calculées de 
JLl présentées aux chapitres 4 et 5, nous avons procédé en considérant que la 
portion de l'isotherme comprise entre 0 et 8 mN m-1 présente les changements 
orientationnels et conformationnels du film de cyt c confiné à l'interface air-
eau. Ainsi, les JLl mesurés sur cette gamme de pression représentent les 
valeurs réelles du moment dipolaire du film et du changement du potentiel de 
référence causé par l'interaction entre la protéine et les molécules d'eau de 
l'interface. Pour cette raison, les valeurs furent utilisées directement. 
Puisqu'au-delà de 8mN m-1, à la fois les aires moléculaires et les 111 sont 
entachés de la solubilisation graduelle du film de cytochrome c, nous estimons 
que les valeurs de a.-II et de JLl.-II devant être considérées sont les valeurs 
mesurées à la pression limite. Ainsi, le nombre d'équivalents-résidus associés 
de même que les 111LpI! calculés au-delà de 8 mN m-1 sont établis en 
considérant les valeurs mesurées pour la pression limite. Nous avons voulu 
vérifier la validité de cette procédure en confrontant les valeurs mesurées et 
calculées de JLl alors que la pression limite considérée est de 4, 8, 12 et 16 mN 
m-1. 
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Les Figs. 87 à 90 présentent les isothermes ~l-TI et XrII-n obtenues pour 
les six cycles expansion-compression présentés à la Figure 34; ces cycles sont 
numérotés 1 à 6. Respectivement, ces figures présentent les résultats obtenus 
pour des pressions limites de 4, 8, 12 et 16 mN m- l . Il apparaît que les 
isothermes ~l-o sont peu affectées par la pression limite alors que les 
isothermes XrII le sont légèrement. 
Si nous choisissons une pression limite inférieure à la pression limite 
réelle, nous considérons prématurément que la protéine est éjectée du film. Si 
la pression limite choisie est supérieure à la valeur réelle, nous surestimons la 
concentration de protéine pour des pressions de surface comprises entre 
TIlimite réel et illimite considéré. C'est cet effet qui donne Heu à un 
accroissement continu de la fraction molaire jusqu'à une valeur qui dépend de 
la pression Hmite (référer aux cycles X~-il obtenus en recompression, 
présentés aux Figs. 87 à 90). De la même façon, la valeur de la pression limite 
donne Heu à une augmentation plus ou moins rapide de la fraction molaire lors 
de l'expansion. 
Nous avons converti les fractions molaires résiduelles en nombre 
d'équivalents-résidus associés par lipide en utilisant la relation: 
(B. 1 ) 
La Figure 91 A nous permet de comparer les valeurs de n~ obtenues en 
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Figure 87. Isothermes mesurées et. calculées du moment. dipolaire perpendiculaire 
en fonction de la pression de surface pour le système PC( 18:1 )-cytochrome c soumis à 
six cycles expansion-compression opérés depuis une pression de surface de référence 
de 30 mN m- l en consid6rant une pression de surface li.m.ite de <f mN m- l . 
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Figure 88. Isothermes mesurées et calculées du moment dipolAire perpendiculaire 
en fonction de la. pression de surfa.ce pour le système PCCl8:1)-cytochrome c soumis à 
six cycles expansion-compression opérés depuis une pression de surface de référence 
de 30 mN m- 1 en considérant une pression de surface limite de 8 mN m- 1. 
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Figure 89. Isothermes mesurées et calculées du moment dipolaire perpendiculaire 
en fonction de la pression de surface pour le système PC(18:1 )-cytochrome c soumis à. 
six cycles expansion-compression opérés depuis une pression de surface de référence 
de 30 mN m- 1 en considérant une pression de surface limite de 12 mN m-1. 
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Figure 90. Isothennes mesurées et calculées du moment dipolaire perpendicuWre 
en fonction de la. pression de surface pour le système PC(18:l)-cytochrome c soumis' 
six cycles expa.nsion-compression opérés depuis une pression de surface de référence 
de 30 mN m- 1 en considérant une pression de surface limite de 16 mN m- I . 
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expansion-compression présenté aux Figs. 87 à 90. Nous avons inclus, pour fin 
de comparaison, une isotherme nrII-n mesurée pour le système PC(18:1)-[14C] 
cyt c (Fig. 91B). 
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Figure 91. A)Isothermes nrILn obtenues pour le sixième cycle expansion-compression 
rapporté à. la Figure 34. Ces courbes furent obtenues en considérant des pressions limites 
de 4, 8. 12 et 16 mN m- 1. Pour fin de comparaison. une isotherme n.-II-n obtenue par 
mesure de radioactivité de suface est présentée en B). 
L'accroissement de la concentration de protéine en recompression, alors 
que la pression limite choisie augmente, ressort plus clairement de la Figure 
91. Quoiqu'elles existent, les différences observées lors de l'expansion sont 
plus discrètes. Il peut être constaté que la pression limite qui donne lieu à la 
relation se rapprochant le plus de celle établie par la mesure expérimentale se 
situe à 8 mN m- l . Lorsque la pression limite est de 4 mN m- l , les 
concentrations sont sous-évaluées entre 4 et 8 mN m- l . De la même façon, elles 
sont surévaluées entre 8 et t 2 mN m- l ou 8 et t 6 mN m-l , lorsque nlimite vaut 
12 et 16 mN m- l . La correspondance entre la pression maximale d'éjection de 
la protéine du film milte n'est pas parfaite pour les mélanges binaires 
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PC(18:1)-cyt c et PC(18:1)_[14C1 cyt c car, comme nous l'avons vu, les 
propriétés interfaciales du cytochrome c sont légèrement modifiées suite au 
marquage. En l'occurrence, l'éjection du [14(1 cytochrome c d'une monocouche 
de PC(18:1) se produit à 12 mN m- l alors que cette valeur est de 14 mN m- l 
pour la protéine native. 
Comment se fait-il que les moments dipolaires calculés soient peu 
affectés par la valeur de la pression limite? Le seul terme de l'Eq. 4.2 qui est 
influencé par la pression limite est n~ J1.1~. Nous avons vu que, lorsque la 
pression limite considérée est supérieure à 8 mN m- l , il y a une surestimation 
de n~ entre 8 et Illimite ; ceci est une conséquence directe de la sous-
estimation de a~. Cependant, à cause de la sous-estimation de o~, le moment 
dipolaire correspondant, J1.1~, est sous-estimé. Il eIiste en fait une quasi-
compensation de la surestimation de n~ et la sous-estimation de J1.1~. Cette 
invariance du J1.1LpII calculé fut également constatée alors que des isothermes 
de cytochrome c pur ayant des aires moléculaires inférieures à celles obtenues 
par déposition dans le mélange éthanol:eau (par déposition solide par eIemple, 
référer au chapitre 3) sont utilisées comme référence. Alors, les moments 
dipolaires perpendiculaires calculés sont les mêmes que ceux présentés à la 
Fig. 37. Ce comportement est une conséquence du fait que, peu importe la 
méthode de déposition utilisée, la relation eIistant entre II et 6. V est la même. 
En résumé, nous avons montré que le choix d'une pression limite de 8 mN 
m-1 est le plus judicieuI. La considération de valeurs inférieures ou 
supérieures entraîne, respectivement, une sous-estimation de l~ entre Illimite 
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et 8 mN m-1 ou une surestimation de X~ entre 8 mN m-1 et lllimite. Par contre, 
le choix de la pression limite affecte peu les valeurs de 111LP calculées. Cette 
invariance de 111LP calculé est expliquée par un effet compensatoire provenant 
d'une sous-estimation de 111~ et d'une surestimation de n~. 
ANNEXE C 
S tructure primaire d br u cytoc . d ome c extrcut u coeur d h 1 (1) e c eva 
GLY ASP VAL GLU LYS GLY LYS LYS ILE PHE VAL GLN LYS CYS ALA 
1 5 10 15 
GLN CYS HIS THR VAL GLU LYS GLY GLY LYS HIS LYS THR GLY PRO 
20 25 30 
ASN LEU HIS GLY LEU PHE GLY ARG LYS THR GLY GLN AU PRO GLY 
35 40 45 
PHE THR TYR THR ASP AU ASN LYS ASN LYS GLY ILE THR TRP LYS 
50 55 60 
GLU GLU THR LEU MET GLU TYR LEU GLU ASN PRO LYS LYS TYR ILE 
65 70 75 
PRO GLY THR LYS MET ILE PHE ALA GLY ILE LYS LYS LYS THR GLU 
80 85 90 
ARG GLU ASP LEU ILE ALA TYR LEU LYS LYS ALA THR ASN GLU 
95 100 
St t rue ure primaire e a ste a~anlOe d 1 11 d llh e usvem1< era ~ (2) 
THR VAL TYR THR VAL GLY ASP SER ALA GLY TRP LYS VAL PRO PUE 
1 5 10 15 
PUE GLY ASP VAL ASP TYR ASP TYR LYS TRP ALA SER ASN LYS THR 
20 25 .ft 30 
PHE HIS ILE GLY ASP VAL LEU VAL PUE LYS TYR ASP ARG ARG PUE 
35 <to 45 
HIS ASN VAL ASP LYS VAL THR GLN LYS ASN TYR GLN SER CYS ASN 
50 55 ft60 
ASP THR THR PRO ILE ALA SER TYR ASN THR GLY ASX ASX ARG ILE 
65 70 75 
ASN LEU LYS THR .VAL GLY GLN LYS TYR TYR ILE CYS GLY VAL PRO 
80 85 90 
LYS HIS CYS ASP LEU GLY GLN LYS VAL HIS ILE ASN VAL THR VAL 
95 100 .ft 105 
NB Les symboles ft réfèrent aux branchements des chaines d'hydrates de carbone. 
S tructure primaire d 1 1 e a p astocyarune e plOar d ré' d (3) 
VAL GLU VAL LEU LEU GLY GLY GLY ASP GLY SEI LEU ALA PHE LEU 
1 5 10 15 
PRO GLY ASP PHE SER VAL AU SEI GLY GLU GLU ILE VAL PHE LYS 
20 25 30 
ASN ASN AU GLY PHE PRO HIS ASN VAL VAL PHE ASP GLU ASP GLU 
35 40 45 
ILE PRO SEI GLY VAL ASP AU AU LYS ILE SER MET $ER GLU GLU 
50 55 60 
ASP LEU LEU ASN AU PRO GLY GLU THR TYR LYS VAL THR LEU THR 
65 70 75 
GLU LYS GLY THR TYR LYS PHE TYR CYS SER PRO HIS GLN GLY AU 
80 85 90 
GLY MET VAL GLY LYS VAL THR VAL ASN 
95 
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ANNEXE C (suite) 
Structure primaire du tochrome f du pois (4) 
TYR PRO ILE PHE ALA GLN GLN GLY TYR GLU ASN PRO ARG GLU ALA 
1 5 10 15 
THR GLY ARG ILE VAL CYS ALA ASN CYS HIS LEU ALA ASN LYS PRO 
20 25 30 
VAL ASP ILE GLU VAL PRO GLN ALA VAL LEU PRO ASP THR VAL PHE 
35 40 45 
GLU ALA VAL VAL ARG ILE PRO TYR ASP MET GLN VAL LYS GLN VAL 
50 55 60 
LEU ALA ASN GLY LYS LYS GLY ALA LEU ASN VAL GLY ALA VAL LEU 
65 70 75 
ILE LEU PRO GLU GLY PHE GLU LEU ALA PRO PRO HIS ARG LEU SEI 
30 35 90 
PRO GLN ILE LYS GLU LYS ILE GLY ASN LEU SEI PHE GLN SEI TYR 
95 100 105 
ARG PRO THR LYS LYS ASN ILE LEU VAL ILE GLY PRO VAL PRO GLY 
110 115 120 
LYS LYS TYR SEI GLU ILE THR PHE PRO ILE LEU SER PRO ASP PRO 
125 130 135 
ALA THR LYS ARG ASP VAL TYR PHE LEU LYS TYR PRO LEU TYR VAL 
140 14' 150 
GLY GLY ASN ARG GLY ARG GLY GLN ILE TYR PRO ASP GLY SEI LYS 
155 160 165 
SEI ASN ASN ASN VAL SEI ASN AU THR AU THR GLY VAL VAL LYS 
170 175 130 
GLN ILE ILE ARG LYS GLU LYS GLY GLY TYR GLU ILE THR ILE VAL 
13' 190 195 
ASP ALA SEI ASP GLY SEI GLU VAL ILE ASP ILE ILE PRO PRO GLY 
200 20' 210 
PRO GLU LEU LEU VAL SEI GLU GLY GLU SEI ILE LYS LEU ASP GLN 
215 220 225 
PRO LEU THR SEI ASN PRO ASN VAL GLY GLY PHE GLY GLN GLY ASP 
230 235 240 
AU GLU ILE VAL LEU GLN ASP PRO LEU ARC J'Al. Q.N CLY lEU lEU 
215 250 255 
lEU PRE lEU Al.A SEJI ILE ILE lEU Al.A fJLN ILE lEU lEU J'Al. lEU 
260 265 270 
lYS lYS lYS tlLN PlIE au lYS VAL tlLN lEU SE/i au MET ASN PlIE 
275 230 235 
-La s6quence en italique et. souligné est.l'elt.rémité C terminale qui est. probablement. 
elcise de la protéine 101"$ de l'eltraction . Le clivage de cette section l'end le cytochrome f 
soluble. 
(1) Daybore (19n) 
(2) Bergman et. coU. (19n) 
(3) Scaven et. coU. (19n) 
(4) Willey et. coU. (1984) 
